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1. Introduzione  
 
 
1.1. La demenza 
 
La demenza è una condizione che oggi interessa il 5% della popolazione sopra i 65 
anni e arriva a coinvolgere l’80% della popolazione sopra gli 80 anni. Le varie forme di 
demenza rappresentano, dopo il cancro e i disordini cardiovascolari, il terzo fattore di 
morte e la demenza può essere definita come una perdita cronica e progressiva delle 
abilità intellettuali e cognitive, che procede fino a rendere il paziente inabile alla vita 
sociale e lavorativa. Le tipologie di demenza più conosciute e studiate sono la malattia 
di Alzheimer (AD), la demenza frontotemporale, la demenza vascolare, la demenza da 
corpi di Lewy e quella associata al morbo di Parkinson (PD). Per gli scopi di questa tesi, 
verrà presa in esame solo la demenza da malattia di Alzheimer. 
 
 
1.2. La malattia di Alzheimer 
 
La malattia di Alzheimer è una patologia neurodegenerativa che oggi rappresenta la 
più comune forma di demenza nell’anziano. Al mondo ci sono circa 35 milioni di 
persone affette da AD e si prevede che nel 2030 il loro numero aumenterà fino a 
raggiungere i 70 milioni [Dartigues, 2009]. Il primo studio, che descrive quella che poi 
sarebbe stata riconosciuta appunto come malattia di Alzheimer, è stato pubblicato più di 
un secolo fa dal medico tedesco Alois Alzheimer. La paziente Auguste D. iniziò all’età 
di 51 anni a soffrire di demenza, con sintomi che non corrispondevano a nessuna 
malattia conosciuta all’epoca. Dopo sei anni dalla comparsa di questi sintomi (problemi 
di memoria, paranoia, problemi di comportamento e di linguaggio) morì di setticemia. 
Agli esami autoptici, il dottor Alzheimer trovò un cervello atrofico e due segni di 
anomala deposizione proteica, poi conosciuti come placche senili e ammassi 
neurofibrillari.  
Al giorno d’oggi, si possono distinguere due tipi diversi di AD in base all’età di 
insorgenza e alla familiarità: AD ad insorgenza tardiva (Late Onset AD - LOAD) e AD 
familiare (Familiar AD - FAD). La forma familiare è caratterizzata da un’insorgenza 
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precoce (prima dei 60 anni) e una trasmissione mendeliana autosomica dominante e 
rappresenta l’1% di tutti i casi di AD [Crook et al, 1998; Ezquerra et al, 1999; Lopera et 
al, 1999]. Il LOAD invece è caratterizzato da un’insorgenza più tardiva (oltre i 60 anni) 
e un pattern molto complesso. 
Nonostante le diverse cause, entrambe le forme di AD sono definite dalle stesse 
caratteristiche patologiche: un progressivo declino delle funzioni cognitive, in 
particolare riguardo la memoria di eventi remoti o recenti, il linguaggio, la capacità di 
giudizio, l’attenzione e le funzioni esecutive come pianificazione e organizzazione 
[Marien et al., 2004]. Questi disturbi comportamentali progrediscono durante il corso 
della malattia [Kawas, 2003] e vengono accompagnati da modificazioni 
comportamentali e apatia già dai primi stadi della malattia seguiti, nelle fasi più tardive, 
da psicosi e agitazione [Mega et al., 1996]. Alterazioni ai sistemi motori e sensoriali 
restano invece poco comuni fino agli ultimi stadi della malattia [McKhann et al., 1984]. 
Il dato neuropatologico più rilevante nei malati di Alzheimer è rappresentato da una 
perdita neuronale e sinaptica a livello di vari sistemi neurotrasmettitoriali, primo dei 
quali il sistema colinergico del prosencefalo basale, sebbene alterazioni importanti si 
osservano anche a livello dei sistemi neuronali che usano come neurotrasmettitore la 
noradrenalina, la serotonina, il glutammato, la sostanza P e la somatostatina. 
Rimangono sostanzialmente inalterati il sistema dopaminergico e quelli utilizzanti 
neuropeptidi [Haroutunian et al., 1990; Zaborszky et al., 1993; Smiley et al., 1999; 
Dringenberg, 2000; Marien et al., 2004]. 
Caratteristiche della malattia sono inoltre la presenza di placche senili extracellulari 
e di ammassi neurofibrillari intracellulari (neurofibrillary tangles), localizzate 
principalmente nell’amigdala, ippocampo e nella corteccia entorinale del lobo 
temporale, mentre sembrano meno coinvolte le zone parietali e frontali della corteccia 
associativa [Mesulam, 1996]. 
Le placche senili (o placche amiloidi) sono una delle caratteristiche proprie della 
malattia e sono oggi considerate il segno cardinale che permette la diagnosi 
differenziale di Alzheimer nei reperti post mortem. Estratti di ammassi extracellulari 
composti da aggregati filamentosi di β amiloide, la quale si genera per taglio 
proteolitico della Proteina Precursore della Amiloide (APP). Nelle placche amiloidi in 
particolare si ritrova il peptide Aβ 1-42, il quale è molto più idrofobico particolarmente 
propenso a formare aggregati, rispetto alla forma Aβ 1-40, fisiologicamente più 
abbondante e comunque presente all’interno delle placche [Jarrett et al., 1993]. 
Introduzione 
 3 
1.3. Il sistema colinergico 
 
Il principale sistema colinergico del sistema nervoso centrale è quello che fa parte 
della struttura anatomico-funzionale denominata prosencefalo di base (basal forebrain); 
esso sembra regolare funzioni quali l’attenzione [Sarter e Bruno, 2000; Burke et al., 
2002], la memoria e l’apprendimento [Nabeshima, 1993; Deiana et al., 2011] che 
vengono gravemente compromesse in diverse patologie neurodegenerative quali l’AD e 
il PD o la schizofrenia [Heimer et al., 1991; Dunnett e Fibiger, 1993; Everitt e Robbins, 
1997; Bosboom et al., 2004; Bohnen e Albin, 2011].  
Il prosencefalo di base si presenta come un insieme di diverse strutture situate sulle 
superfici mediali e ventrali degli emisferi cerebrali; ad esso appartengono il setto 
mediale (MS), le branche orizzontali (HDBB) e verticali (VDBB) della banda diagonale 
di Broca e il nucleo basale magnocellulare (NBM). Queste aree sono composte da una 
molteplicità di neuroni che appartengono a sistemi neurotrasmettitoriali diversi fra i 
quali si distinguono neuroni colinergici, GABAergici, peptidergici, e probabilmente 
anche glutamatergici [Zaborszky et al., 2002]. A loro volta questi neuroni ricevono 
input da altri sistemi neurotrasmettitoriali quali il serotoninergico e il noradrenergico. 
Sebbene il meccanismo non sia totalmente chiaro, la noradrenalina e la serotonina 
partecipano ed influenzano il funzionamento di tali strutture probabilmente modulando 
l’attività dei neuroni del sistema colinergico [Berridge e Waterhouse, 2003]. 
Come si può vedere in figura 1.1, il MS, la parte più rostrale di questo sistema, 
proietta le sue fibre alla corteccia cingolata ed entorinale, zone ritenute fondamentali nei 
processi di memoria ed attenzione, ed inoltre, attraverso la fimbria ed il fornice dorsale, 
fornisce le afferenze colinergiche alle zone CA1 e CA3 e del giro dentato dell’ 
ippocampo [Raisman, 1966; Lewis e Shute, 1967]. La via setto-ippocampale si ritiene 
porti le informazioni integrate del tronco encefalico e del sistema limbico che regolano i 
fenomeni vegetativi di veglia e attenzione [Alonso e Kohler, 1984]. Alle stesse zone 
proietta anche la VDBB che manda fibre anche all’ipotalamo ed ai bulbi olfattivi, questi 
ultimi innervati anche dall’HDBB [Mesulam et al., 1983]. I neuroni colinergici dei 
NBM innervano in maniera diffusa la neocorteccia e l’amigdala [Mesulam, 1996; Page 




Fig. 1.1 Il sistema colinergico del prosencefalo basale nel ratto. Si noti in A come il nucleo mediale del setto (MS) e 
le branche orizzontali e verticali della banda diagonale di Broca (DBB) innervino principalmente l’ippocampo. In B 
si osservi come le cellule del nucleo basale magnocellulare di Meynert (NBM) innervino tutti i territori corticali. 
 
I lunghi assoni dei neuroni colinergici del prosencefalo innervano diverse aree 
cerebrali; in particolare i neuroni dell’NBM proiettano su tutta la neocorteccia mentre il 
MS, attraverso la via setto-ippocampale, invia input alle cortecce cingolata ed entorinale 
e a tutta la formazione ippocampale [McDonald e Overmier, 1998]. Questa via, in 
particolare, ha un ruolo chiave nella cognizione spaziale: lesioni chirurgiche della 
fimbria-fornice (FF), il fascio di fibre che trasporta le informazioni dal MS 
all’ippocampo, determina nel ratto performance deficitarie in vari test comportamentali, 
quali il Morris Water Maze [Nilsson et al., 1987; Okada e Okaichi, 2010] e il Radial 
Arm Water Maze [Bratt et al., 1995]. 
Tuttavia alcuni autori suggeriscono che le carenze cognitive causate da una lesione 
di questo tipo possono essere attribuite non solo alla denervazione colinergica 
dell’ippocampo, ma anche all’interruzione di altri input neurotrasmettitoriali come 
quelli noradrenergico e serotoninergico, entrambi passanti lungo la via setto-






L’ippocampo è una struttura cerebrale strettamente connessa al consolidamento 
della memoria. Come già accennato riceve input colinergici e gabergici dal MS 
attraverso la via setto-ippocampale ed è sede di importanti fenomeni legati 
all’apprendimento e alla memoria, il più noto dei quali è nominato Long Term 
Potentiation (LTP) [Bliss e Lomo, 1970 e 1973]. 
Nel ratto l’ippocampo è suddiviso in tre aree: CA1, CA2 e CA3 (mentre nell’uomo è 
presente anche la CA4, dove CA sta per Corno Ammone). Le cellule del giro dentato 
(DG) assieme a quelle delle aree CA1 e CA3 sono coinvolte nel cosiddetto loop 
trisinaptico (figura 1.2), che rappresenta il maggior circuito ippocampale. 
 
Fig. 1.2: rappresentazione scematica del loop trisinaptico, il maggior circuito ippocampale. 
 
Attraverso la via perforante le cellule glutamatergiche del secondo strato della 
corteccia entorinale (EC) proiettano i loro assoni allo strato molecolare del DG. Quindi 
le cellule granulari del DG prendono contatto via mossy fibers con le cellule piramidali 
del CA3 i quali assoni, nell’ultimo passaggio, proiettano ai dendriti delle cellule in CA1 
grazie ai collaterali di Schaffer. Questi assoni poi passano anche il FF. Quindi il loop è 
chiuso in quanto le informazioni processate tornano alla EC grazie alle cellule del CA1. 
 
 
1.5. L’ipotesi colinergica 
 
Nei primi anni ottanta Bartus introdusse la cosiddetta “ipotesi colinergica nella 
disfunzione mnestica dell’anziano” [Bartus et al, 1982]. Cruciale per la formulazione di 
questa ipotesi furono gli studi post mortem effettuati sui cervelli dei pazienti affetti da 
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AD: in corteccia e ippocampo si riscontrò una perdita pari al 60-90% della Colinacetil 
Transferasi (ChAT), l’enzima deputato alla sintesi della acetilcolina (ACh), e una 
riduzione altrettanto significativa (30-90%) dei neuroni colinergici del nucleo basale del 
Meynert [Bowen et al., 1976; Davies e Maloney, 1976; Geula e Mesulam, 1989]. 
Ancora più interessante fu scoprire che queste deplezioni correlavano positivamente col 
grado di severità del deficit cognitivo esibito dai pazienti in vita [Wilcock et al., 1982; 
DeKosky et al., 1992]. Sebbene l’importanza della funzione colinergica nei processi di 
apprendimento e memoria fosse nota fin dagli inizi degli anni settanta [Deutsch, 1971], 
studi successivi di carattere farmacologico dimostrarono, nei primati, come il blocco 
della trasmissione colinergica determinasse un calo delle capacità cognitive molto 
simile a quello osservato nelle persone colpite da demenza [Drachman e Leavitt, 1974; 
Drachman e Sahakian, 1980]. Ulteriori studi dimostrarono che la somministrazione di 
sostanze colinomimetiche riduceva fortemente le difficoltà mnemoniche nei pazienti di 
AD [Drachman e Sahakian, 1980; Christie et al., 1981]. 
In ambito sperimentale, numerosi studi hanno investigato l’azione degli inibitori 
irreversibili dell’AChE sull’apprendimento dei ratti e la relazione tra i livelli cerebrali di 
ACh e la performance degli animali ai compiti di apprendimento spaziale [Bennett et 
al., 2007; Muthuraju et al., 2009]. Da queste ricerche è emerso che la capacità di 
apprendimento migliora con l’attivazione del sistema colinergico. A conferma di ciò, la 
somministrazione di antagonisti muscarinici, quali atropina e scopolamina, riduce la 
performance dei ratti in diversi modelli animali di apprendimento e di memoria 
[D’Hooge e De Deyn, 2001]. Studi farmacologici effettuati sull’uomo mostrano, inoltre, 
come tali sostanze impediscano la formazione di nuove memorie senza influenzare il 
recupero di eventi lontani nel passato [Hasselmo, 2006]. Al contrario, sostanze ad 
azione colinomimetica promuovono l’acquisizione di nuove tracce di memoria sia 
nell’uomo che nel modello animale [Buccafusco et al., 2005]. Questo dimostra quanto 
l’attivazione dei recettori colinergici possa essere una componente importante nel 
processo di consolidamento della memoria [Power et al., 2003]. Recentemente è stato 
dimostrato come l’antagonismo simultaneo dei recettori nicotinici e muscarinici causi 
un grave deterioramento cognitivo, ciò che indicherebbe come questo sia governato dal 
funzionamento di entrambi i recettori che, nella modulazione dei processi mnesici, si 
attivano interagendo reciprocamente [Green et al, 2005].  
Nonostante il ruolo del prosencefalo di base nella regolazione dei processi di 
memoria e apprendimento sia generalmente riconosciuto, tale concetto è tuttora oggetto 
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di dibattito fra gli studiosi [Dunnett et al., 1991a; Muir et al., 1993; Baxter et al., 1996; 
Chappell et al., 1998], probabilmente perché è difficile assegnare la piena responsabilità 




1.6. L’ipotesi amiloide 
 
Accanto alla ipofunzione colinergica, un altro caratteristico segno istopatologico è la 
diffusa presenza nel tessuto cerebrale dei pazienti affetti da AD di placche e aggregati 
formati principalmente da peptide β-amiloide [Hardy e Higgins, 1992]. La produzione 
di tale peptide è stata considerata centrale nella patologia, dando origine alla cosiddetta 
“ipotesi della cascata amiloide”. Il peptide deriva dall’errato taglio della Proteina 
Precursore dell’Amiloide (APP), una proteina di membrana espressa in maniera 
ubiquitinaria nel corpo umano, con livelli particolarmente alti nel cervello [Selkoe, 
1994] e la cui funzione ancora oggi risulta essere poco chiara. 
Questa proteina va incontro a un taglio proteolitico operato da enzimi con attività 
secretasica che possono dare origine a una via amiloidogenica e a una via non 
amiloidogenica, come mostrato in figura 1.3. La via non amiloidogenica prevede il 
taglio della APP da parte di una α-secretasi che dà origine a un frammento N-terminale 
solubile (sAPPα) e a un frammento C-terminale che rimane ancorato alla membrana 
(mAPPα) [Weidemann al., 1989; Haas et al., 1992]. La via amiloidogenica invece 
prevede prima l’intervento di una β-secretasi che taglia l’APP in un frammento solubile 
sAPPβ e un frammento mAPPβ ancorato alla membrana che presenta nella sua parte N-
terminale la sequenza Aβ [Seubert et al., 1993]. A sua volta, questo frammento ancorato 
alla membrana va incontro a un secondo taglio, operato questa volta da una γ-secretasi, 
che porta alla formazione del peptide Aβ [Anderson et al., 1992]. 
La γ-secretasi può agire su due diversi siti, dando così origine a due frammenti Aβ 
di diversa lunghezza: Aβ 1-40 e Aβ1-42. Sebbene il primo peptide sia il più diffuso, il 
secondo (più idrofobico) è ritenuto avere un potenziale amiloidogenico maggiore. 
Comunque entrambi sono in grado di aggregare e dare origine a protofibrille, fibrille e 




Fig. 1.3 La via non-amiloidogenica a sinistra e la via amiloidogenica a destra, che origina il peptide amiloide a 
seguito dell’intervento della beta secretasi invece che della alfa secretasi. 
 
Per quanto il peptide beta-amiloide sia uno dei tratti sicuramente più importanti per 
la patogenesi dell’Alzheimer, il ruolo svolto dalle placche extracellulari della proteina 
non è del tutto chiarito. Si trovano però in letteratura evidenze di come Aβ1-42 sia 
tossico ad elevate concentrazioni e di come la sua deposizione richiami macrofagi e 
neutrofili [Mattson et al., 1993]. I risultati comunque sottolineano che in presenza di 
Aβ1-42, sebbene non siano condotti necessariamente alla morte, i neuroni corticali ed 
ippocampali subiscono modificazioni tali da indurre dei deficit cognitivi e mnemonici 
riconducibili all’Alzheimer [Selkoe 2002]. L’accumulo progressivo, tramite 
somministrazioni ripetute, del beta-amiloide e la cascata di eventi che portano alla sua 
formazione sono quindi ipotizzati come meccanismi importanti nelle fasi iniziali della 
perdita di memoria [Yamada, 2005]. 
 
 
1.7. Correlazioni e interazioni tra ipotesi amiloide e colinergica 
 
Il meccanismo che regola il processing dell’APP verso una via amiloidogenica 
piuttosto che il contrario non è ancora ben noto. Diversi studi effettuati negli ultimi anni 
suggeriscono in tali processi un ruolo degli input colinergici. Il fatto che possa esistere 
una relazione tra gli aspetti neurochimici e quelli istopatologici è visto al giorno d’oggi 
come un importante ambito di studio e la comprensione di questa relazione potrebbe 
migliorare la conoscenza sulle cause e sulle possibili terapie della malattia. 
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La formazione degli aggregati extracellulari infatti sembra indurre una risposta 
infiammatoria in grado di danneggiare le cellule del sistema colinergico [Giovannini et 
al., 2002]. D’altra parte sembra che il sistema colinergico possa a sua volta esercitare 
una funzione regolatrice sulla via di processamento del peptide amiloide. Due aspetti, 
quindi, che sembrano influenzarsi a vicenda e proprio per questo rendono difficile la 
comprensione di quello che potrebbe essere l’effetto scatenante la patologia. Se siano, 
cioè, le placche ad essere prodotte per prime causando la morte dei neuroni colinergici, 
o se invece sia proprio la morte di questi ultimi a dare il via o comunque ad accelerare 
la formazione delle placche [Yan e Feng 2004]. 
Si è comunque visto che l’attività colinergica è in grado di influenzare il processing 
amiloide: in assenza di attività recettoriale muscarinica viene infatti privilegiata la via 
amiloidogenica, mentre si verifica proprio il contrario in presenza di normale attività 
recettoriale [Auld et al., 2002;  Yan e Feng 2004]. 
Bisogna però specificare che tali evidenze derivano da studi condotti in vitro e che 
chiaramente per una verifica accurata di tale ipotesi necessita di esperimenti condotti in 
vivo. È altrettanto evidente che per condurre simili esperimenti sono necessari modelli 
animali affidabili, che possibilmente replichino con selettività ed efficacia i segni 
patologici e comportamentali tipici dell’AD. Per rispondere a questi requisiti, tale 
modello deve riprodurre sia la deplezione colinergica in corteccia ed ippocampo, sia la 
presenza diffusa nel tessuto cerebrale della placche di peptide amiloide e gli ammassi 
neurofibrillari. 
Recenti studi hanno dimostrato che l’infusione intracerebroventricolare in ratto di 
peptide amiloide di diversa lunghezza (Aβ1-42 e Aβ25-35) provoca un progressivo 
danno neuronale nell’ippocampo e una significativa riduzione dell’attività dell’enzima 
ChAT in ippocampo e striato [Nakamura et al. 2001; Stepanichev et al. 2005 e 2006]. In 
un altro studio è stata iniettata una combinazione di peptidi Aβ1-40 e Aβ1-43 nel giro 
dentato dorsale del ratto e si è osservata la presenza di aggregati extracellulari, 
astrocitosi reattiva, microgliosi e perdita cellulare, oltre a deficit nel test di working 
memory [Stéphan et al., 2001]. 
Sebbene numerose critiche siano state mosse a questi esperimenti in quanto ritenuti 
scarsamente predittivi circa il lento andamento della malattia (data la singola infusione 
di peptide), successivi esperimenti con somministrazione ripetuta nel tempo hanno 
mostrato chiari deficit nella memoria spaziale e, contemporaneamente, un diminuito 
numero di neuroni ChAT positivi [Yamada et al., 2005]. È stato inoltre dimostrato che 
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la preaggregazione del peptide amiloide in vitro conferisce allo stesso peptide una 
maggiore stabilità una volta infuso nel tessuto cerebrale e ha un effetto più marcato sui 
deficit di apprendimento e memoria rispetto al peptide non preaggregato, il quale molto 
probabilmente viene metabolizzato più velocemente; tuttavia non tutti i frammenti di 




1.8. Modelli animali di AD 
 
I modelli animali sono essenziali per lo studio delle malattie degenerative, sia per 
capirne meglio le cause sia per testare e sviluppare nuove strategie terapeutiche. Nel 
caso della malattia di Alzheimer non esiste un modello comunemente accettato, tuttavia, 
sebbene i vari modelli presentino ognuno delle limitazioni, insieme hanno dato e danno 
tutt’oggi un grandissimo contributo nella ricerca sull’AD. Poche specie sviluppano 
spontaneamente disturbi cognitivi e sintomi neuropatologici simili all’Alzheimer 
nell’uomo, quindi negli ultimi trenta anni sono stati introdotti vari modelli animali di 
AD basati sul trattamento con farmaci anticolinergici o sull’impiego di lesioni cerebrali 
chirurgicheo chimiche più o meno selettive [Collerton 1986; Dunnett e Barth 1991b]. 
Per valutare le funzioni del sistema colinergico del prosencefalo basale uno degli 
strumenti più utilizzati è stata la distruzione di tale sistema, in quanto la perdita 
neuronale che caratterizza l’AD interessa regioni cerebrali densamente innervate 
proprio dai neuroni colinergici. 
Tali procedure inducevano deficit cognitivi di varia entità, come osservato dopo 
lesione elettrolitica o neurotossica del MS o del NBM [Miyamoto et al., 1985 e 1987; 
Dunnett et al., 1991b], o dopo la rimozione degli input regolatori colinergici 
sull’ippocampo mediante ablazione della FF [Nilsson et al., 1987; Sutherland e 
Rodriguez 1990]. Per molto tempo si sono usati modelli ottenuti tramite l’applicazione 
di questi paradigmi, che comunque davano risultati che potevano in generale rientrare 
nel quadro dell’ipotesi colinergica dell’AD. Numerose però sono state le critiche a 
causa della scarsa selettività delle procedure utilizzate per ottenere le lesioni 
colinergiche; in particolare risultava evidente che gli effetti funzionali di tali lesioni non 
erano dovuti solamente alla morte dei gruppi neuronali di interesse, ma anche al danno 
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neuronale a carico di sistemi neuronali adiacenti [Fibiger et al., 1991; Dunnet et al., 
1991a]. I vari modelli utilizzati finora verranno brevemente discussi di seguito. 
 
1.8.1. Modelli farmacologici 
I primi modelli prevedevano il blocco farmacologico dell’attività colinergica e si 
basavano su osservazioni cliniche in soggetti sani trattati con agenti antimuscarinici 
(come la scopolamina), che presentavano episodi amnesici comparabili con quelli di 
soggetti anziani con demenza [Drachman e Leavitt, 1974]. Queste sostanze infatti, 
iniettate in ratto, provocavano dei seri impedimenti nello svolgimento del Radial Arm 
Maze [Watts et al., 1981]. Studi successivi svolti in modelli murini, scimmie e primati 
non umani confermarono tutti che il blocco colinergico muscarinico peggiorava le 
performance degli animali nei test cognitivi [Buresovà et al., 1986] e che la severità di 
questi impedimenti erano proporzionali alla quantità di sostanza iniettata [Spencer et al., 
1985]. 
tuttavia la natura dei meccanismi fisiologici che sottendono ai deficit 
comportamentali indotti dal blocco muscarinico rimane controversa. Gli effetti di questa 
procedura potrebbero andare al di là del peggioramento dei fenomeni mnesici a breve o 
a lungo termine, e coinvolgere anche altri processi, quali la reazione agli stimoli, 
l’attenzione o il movimento. Questo perché i recettori muscarinici sono ampiamente 
distribuiti in tutto il SNC e i neuroni colinergici innervano l’intero neurasse. Gli effetti 
dei farmaci antimuscarinici quindi potrebbero coinvolgere livelli diversi con scarsa 
definizione anatomica [Fibiger 1991]. Per questo motivo i modelli farmacologici sono 
stati accantonati e sono oggi maggiormente utilizzati nello sviluppo e nello studio di 
sostanze candidate ad essere incluse nella famiglia dei cosidetti cognitive enhancers. 
 
1.8.2. Modelli di lesione 
Le prime sostanze ad essere utilizzate per lesionare il sistema colinergico furono le 
eccitotossine, quale l’acido ibotenico, iniettate direttamente nel nucleo basale 
magnocellulare di ratto. Da queste lesioni si ottenevano deficit in numerosi test 
comportamentali quali il Morris Water Maze, il passive avoidance ed il delayed non-
matching-to position [Fibiger, 1991]. 
Effettuando, però, la lesione con tossine più specifiche per i neuroni colinergici, 
quali l’acido α-amino-3-idrossi-4-isoxasole-propionico (AMPA), molti di questi effetti 
apparivano significativamente ridotti [Page et al., 1991]. Lesioni eccito tossiche a 
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livello del MS,[Leutgeb e Mizumori, 1999; McAlonan et al., 1995], determinavano 
deficit in test per la valutazione della working memory. Anche queste metodiche sono 
state però criticate per la scarsa specificità verso i neuroni colinergici; i deficit osservati 
avrebbero potuto infatti essere dovuti anche alla distruzione di sistemi 
neurotrasmettitoriali diversi da quello colinergico [Auld et al., 2002]. 
 
1.8.3. Modelli di lesione immunotossica 
La mancanza di selettività dei modelli di lesione eccito tossica ha quindi indirizzato 
la ricerca verso modelli di lesione più selettivi ed efficienti. In tal senso, l’osservazione 
che i neuroni colinergici del prosencefalo basale esprimono in maniera selettiva il 
recettore a bassa affinità per il Nerve Growth Factor (NGF)  p75NTR [Batchelor et al. 
1989; Yan e Johnson 1989] ha consentito lo sviluppo dell’imunotossina 192 IgG-
saporina, la quale ha rappresentato uno strumento senza precedenti nello studio del 
ruolo di tali neuroni nei meccanismi di apprendimento e memoria [Nilsson et al., 1992; 
Book et al., 1992; Wiley et al., 1991; Heckers et al., 1994 Leanza et al., 1995]. 
Come mostrato in figura 1.4, questa molecola è formata da una proteina di origine 
vegetale, la saporina (dal nome della pianta che la produce, Saponaria Officinalis), 
coniugata ad un anticorpo monoclonale diretto contro il recettore p75NTR, 
l’immunoglobulina 192. La saporina è in grado di determinare una rapida morte 
cellulare in quanto lega la subunità ribosomiale 60s inibendo in maniera irreversibile la 
sintesi proteica [Stirpe et al., 1992; Contestabile e Stirpe 1993]. La saporina in sé non ha 
un elevato grado di tossicità in quanto non è in grado di attraversare la membrana 
fosfolipidica cellulare. Se però viene somministrata coniugata appunto con l’anticorpo 
IgG 192, selettivo per il recettore p75NTR espresso selettivamente dai neuroni colinergici 
del basal forebrain e dai loro terminali, è in grado di penetrare nella cellula proprio 
grazie al legame anticorpo-recettore. Questo complesso viene internalizzato [Schweitzer 
1989; Thomas et al., 1991] e trasportato per via retrograda al soma, dove la saporina 
viene liberata determinando il blocco ribosomiale e la conseguente morte neuronale 




Fig. 1.4: Il meccanismo d’azione dell’immunotossina 192 IgG-saporina. Una volta internalizzato l’intero complesso, 
la tossina vegetale saporina inibisce la sintesi proteica causando la morte cellulare. 
 
Numerosi studi svolti in ratto riportano come tale composto, somministrato 
direttamente nel parenchima cerebrale, riconosce in maniera selettiva le cellule 
colinergiche del prosencefalo basale [Torres et al., 1994], mentre se somministrato via 
intracerebroventricolare determina anche una discreta perdita nel numero di cellule del 
Purkinje nel cervelletto, in quanto nel ratto adulto esprimono anch’esse il recettore 
p75NTR [Leanza et al., 1995; Waite et al., 1995; Pioro et al., 1991]. Ad ogni modo, la 
somministrazione intraventricolare della tossina non influisce sui neuroni non 
colinergici contigui alle zone di iniezione [Leanza et al, 1995 e 1996a], né tantomeno 
sui neuroni colinergici che proiettano all’amigdala, in quanto questi non esprimono il 
recettore p75NTR [Heckers et al., 1994]. Nei numerosi studi che hanno fatto uso della 
immunotossina ICV, la perdita selettiva e dose-dipendente dei neuroni colinergici del 
MS e NBM, associata alla massiva deafferentazione colinergica delle regioni target, 
quali neocorteccia e formazione ippocampale si associava drammatici deficit in diversi 
test di apprendimento e memoria [Wiley et al., 1991; Book et al. 1992; Nilsson et al. 
1992; Torres et al. 1994 ; Heckers et al. 1994; Berger-Sweeney  et al. 1994; Leanza et 
al. 1995; Steckler et al. 1995; Waite et al. 1995; Leanza et al. 1996b]. 
Prese nel loro insieme, tali evidenze hanno indicato la 192 IgG-saporina come la 
tossina più selettiva ed efficiente da impiegare nei protocolli di lesione dei neuroni 
colinergici del basal forebrain, con lo scopo di ottenere almeno uno dei segni 




1.8.4. Modelli transgenici 
Ricerche sulle basi genetiche dell’AD hanno ormai dimostrato come anche sotto 
questo aspetto la malattia sia piuttosto eterogenea e presenti diverse eziologie. Sono 
state riscontrate infatti mutazioni a carico del gene codificante per APP sul cromosoma 
21, del gene codificante la Presenilina 1 (PS1) sul cromosoma 14 e in quello per la 
Presenilina 2 (PS2) sul cromosoma 1. Sono poi stati definiti come fattori genetici di 
rischio significativi particolari isoforme di APO-E e α-2 macroglobulina evidenziando 
come molte delle forme genetiche della malattia possano condividere meccanismi 
patogenici che coinvolgono alterazioni nel metabolismo dei peptidi Aβ. A partire da 
questi dati i modelli transgenici oggi ottenuti sono in grado di testare direttamente in 
che modo la sovraespressione di APP, PS1 e PS2 (nelle forme wild-type o mutata) 
conduca alle anomalie tipiche della malattia, rendendo ovviamente più accessibile lo 
studio dei meccanismi molecolari che ne stanno alla base. 
La grande maggioranza dei modelli animali transgenici disponibili oggi è infatti 
basata sulla sovraespressione di APP, da sola o in combinazione con PS1 o PS2. Le 
caratteristiche neurochimiche e strutturali mostrate da questi modelli sono molto simili a 
quelle che caratterizzano i pazienti di AD, prime fra tutte i depositi di peptide amiloide 
e le placche, la distrofia neuritica, astrocitosi e microgliosi reattiva [Frautschy et al. 
1998; Moechars et al. 1999], mentre è più difficile osservare in tali modelli la perdita di 
proteine sinaptiche e dendritiche o anomalie a carico dello stato di fosforilazione della 
proteina tau [Dewachter et al. 2001]. 
Solo recentemente è stato sviluppato un modello transgenico portante una 
mutazione a carico del gene codificante per la proteina tau che sviluppa aggregati in 
diverse regioni cerebrali [Lewis et al. 2000]. Questo animale è stato recentemente 
incrociato con una linea che sovraesprime  APP al fine di generare dei doppi mutanti; 
questi animali hanno mostrato una formazione di aggregati neurofibrillari più marcata, 
nel sistema limbico e nella corteccia olfattiva in particolare, indicando che questo 
processo patologico è influenzato dalle mutazioni che causano le forme di AD familiare 
[Lewis et al., 2001]. 
I modelli transgenici si avvicinano molto alla patologia umana, ma nonostante tutto 
è ancora controversa la caratterizzazione del loro stato cognitivo. Sebbene sia ormai 
evidente che alcuni deficit mostrati in test di cognizione spaziale siano attribuiti 
all’incremento di deposizione di placche amiloidi [Chen et al., 2000], i dati sul 
peggioramento delle performance di questi animali nei test comportamentali rimangono 
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abbastanza contradditori [Chapman et al. 1999; Moran et al. 1995]. Infatti, alcuni dati 
hanno dimostrato come il doppio mutante APP-PS1, che presenta quindi marcati e 
diffusi depositi di peptide amiloide, possegga sorprendentemente abilità di navigazione 
spaziali normali [Holcomb et al., 1999]. Bisogna però sottolineare che la maggior parte 
degli studi comportamentali su animali transgenici mostrano comunque dei deficit di 
varia natura ed entità rispetto ai controllo non transgenici. Anche se alcuni dati hanno 
evidenziato come fosse sufficiente l’espressione di APP wild-type umana per causare 
problemi mnemonici simili a quelli prodotti dall’espressione dei geni mutati, spostando 
quindi l’attenzione sul transgene stesso come causa dei deficit osservati [Moechars et 
al., 1999]. 
Un’ulteriore punto debole dei modelli transgenici è la scarsità di dati riguardanti il 
sistema colinergico di questi animali in contrasto con la grande quantità di osservazioni 
disponibili sul fenomeno dell’amiloidosi. Questa discrepanza risalta ancor di più se si 
pensa che la vulnerabilità dei neuroni colinergici del prosencefalo basale è una delle 
caratteristiche istopatologiche che correla meglio con l’entità dei deficit cognitivi che 
caratterizzano gli stadi tardivi della malattia [Bierer et al., 1995]. I pochi dati disponibili 
riportano la presenza di neuriti distrofici AChE-positivi nelle vicinanze dei depositi di 
peptide amiloide in corteccia e ippocampo negli animali in cui è sovraespresso APP 
umana [Sturchler-Pierrat et al. 1997], assieme a una riduzione dell’immunoreattività 
all’enzima ChAT nelle stesse aree [Tomidokoro et al. 2000]. Altri studi riportano invece 
un incremento del numero di neuroni positivi per p75 in animali di 12 mesi singoli 
transgenici per APP o PS1, mentre animali doppi transgenici per questi geni hanno 
mostrato una diminuzione nel numero degli stessi neuroni. L’overespressione di uno 
solo dei due geni potrebbe quindi facilitare la sopravvivenza mediata da NGF dei 
neuroni colinergici del prosencefalo basale, anche se i depositi di amiloide risultano 
citotossici per i neuroni colinergici [Jaffar et al., 2001]. 
Alla luce di quanto emerso, un nuovo approccio potrebbe consistere nella lesione 
immunotossica selettiva in animali transgenici. Così facendo si potrebbero combinare 
nello stesso animale gli effetti della sovraespressione dei geni responsabili e la 
degenerazione del sistema colinergico basale, con conseguenti deficit presenti 
contemporaneamente alle caratteristiche istopatologiche. Un tale approccio tuttavia non 
è ancora stato tentato, molto probabilmente per la mancanza di un affidabile protocollo 




1.9. Approcci terapeutici 
 
Nonostante la ricerca sull’AD abbia fatto passi da gigante, non è ancora chiaro quali 
siano i target terapeutici in grado di migliorare i sintomi della malattia, sia dal punto di 
vista istopatologico che dal punto di vista dei deficit cognitivi. 
Al giorno d’oggi la ricerca si muove verso la produzione e lo sviluppo di farmaci 
mirati ai diversi aspetti e alle diverse caratteristiche della malattia. 
 
1.9.1. Anti amiloide 
Come suggerito dall’ipotesi amiloide, questo peptide svolge un ruolo fondamentale 
nella patogenesi dell’AD, in quanto risulta essere tossico per le cellule neuronali, e di 
conseguenza determinare gravi deficit nelle funzioni di apprendimento e memoria. Per 
questi motivi il peptide beta amiloide è stato considerato un bersaglio per possibili 
farmaci anti AD, che ne possano ridurne la produzione o che possano inattivare o 
promuoverne la rimozione. 
A tale scopo, è stato osservato che le beta-ciclodestrine sequestrano il peptide beta 
amiloide diminuendo in tal modo la morte neuronale [Wang et al., 2004]. Un simile 
risulatato è stato raggiunto tramite la sintesi di una serie di derivati dei 
glicosaminoglicani che sembrano invece diminuire la formazione di beta amiloide 
[Kisilevsky et al., 2004], effetto ottenuto, del resto, anche utilizzando gli inibitori della 
gamma-secretasi [Li et al., 2000] che come detto è un enzima chiave nel processo di 
formazione del peptide amiloide [Kornilova et al., 2005]. 
 
1.9.2. Anti tangles 
I grovigli neurofibrillari sono aggregati intracellulari di proteina tau iperfosforilata 
che viene trovata mediante esami autoptici nel tessuto cerebrale di moltissimi pazienti 
di Alzheimer. Si ritiene che possano contribuire, al pari delle placche senili e della 
disfunzione colinergica, alla morte cellulare e all’insorgenza dei deficit cognitivi. 
Tuttavia, come spesso accade nello studio di questa malattia, l’esatta causa della loro 
formazione rimane ad oggi ignota. Si è comunque tentato di individuare dei composti 
che fossero in grado di bloccare l’iperfosforilazione della proteina tau che, quando 
alterata, si aggrega per formare i tangles.  A questo scopo, sono stati sintetizzati e poi 
testati su modelli animali dei potenziali composti anti tangles che potessero stabilizzare 




Con questa tipologia di approccio si cerca di prevenire o fermare la morte neuronale 
in maniera da rallentare il decorso della malattia. Nell’ultimo decennio sono stati testati 
con successo composti ad azione trofica, come l’NGF [Cowan 2001], in grado di 
prevenire la morte cellulare dovuta ad eccitotossine o stress ossidativo. Per quanto 
riguarda il loro impiego clinico, però, sorge il problema che queste molecole non sono 
in grado di passare la barriera ematoencefalica e quindi sono di difficile 
somministrazione [Kordower et al., 1999]. 
Tuttavia, nonostante questa caratteristica sfavorevole al loro uso clinico, si è riusciti 
ad effettuare dei trial clinici di terapia genica impiantando nel forebrain di otto soggetti 
umani colpiti da AD fibroblasti autologhi, geneticamente modificati per l’espressione e 
la secrezione di NGF umano ottenendo risultati davvero rilevanti a seguito di esami alla 
PET e di test che valutano le capacità cognitive dei pazienti [Tuszynski 2005]. I trial 
clinici sono pertanto proseguiti e sono tuttora in corso. 
 
1.9.4. Anti infiammatori e anti ossidanti 
Un dato importante emerso nel corso degli studi sulla malattia di Alzheimer è 
l’implicazione della risposta infiammatoria negli eventi neurodegenerativi. Terapie 
antiinfiammatorie potrebbero quindi essere di giovamento nel trattamento della 
patologia. 
Sono stati infatti sintetizzati e testati, in animali infusi con peptide Aβ1-42 umano, 
vari composti aminopiridazinici, al fine di inibire l’infiammazione e le vie ossidative 
nella glia [Craft et al., 2004]. 
Per fermare e ridurre la morte neuronale causata dallo stress ossidativo ci sono già 
sul mercato dei prodotti disponibili, come l’Oxigon® [Bendheim 2002]. 
 
1.9.5. Memory o cognitive enhancers 
I memory enhancers sono quindi definiti come una classe di farmaci che, agendo a 
livello del SNC, migliorano la performance cognitiva. 
Al giorno d’oggi la tipologia di farmaco maggiormente diffusa per la cura dei 
sintomi dell’AD sono gli inibitori dell’acetilcolinesterasi. Il meccanismo è quello di 
inattivazione dell’AChE, che è l’enzima responsabile della disattivazione della ACh e 
della terminazione della trasmissione sinaptica. 
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In commercio sono disponibili vari composti che aumentano la concentrazione di 
ACh e riducono parzialmente i deficit cognitivi [Hake 2001], quali la tacrina 
(Cognex®), donepezil (Aricept®), galantamina (Remitryl®), rivastigmina (Exelon®). 
Gli anticolinesterasici di prima generazione (tacrina, neostigmina, NIK-247) mancavano 
però di selettività per AChE e bloccavano anche le colinesterasi plasmatiche dando 
origine a effetti collaterali indesiderati, ma questo problema è stato poi risolto grazie ai 
farmaci di seconda generazione (galantamina, donezepil). Tuttavia l’efficacia di questi 
farmaci risulta ancora modesta, limitata dal numero e dalla condizione dei neuroni 
presinaptici, e perde di potenza col progredire della malattia. 
Inoltre, già da tempo è noto che anche i recettori NMDA ricoprono un ruolo molto 
importante nei processi di apprendimento e memoria, soprattutto a livello 
dell’ippocampo. Il blocco di questi recettori ad opera di antagonisti competitivi o non 
competitivi sopprimevano l’induzione della long term potentiation, senza però alterare 
la trasmissione sinaptica basale [Collingridge et al., 1983]. 
 
 
1.10. Un possibile target terapeutico: i recettori sigma 
 
I recettori sigma sono definiti oggi come una distinta classe di recettori con 
proprietà uniche. Questa definizione è molto importante in quanto inizialmente questi 
recettori vennero descritti come un sottotipo dei recettori degli oppioidi [Martin et al., 
1976].  
Il nome σ ha avuto origine infatti dalla prima lettera “S” dell’SKF 10.047, 
considerato il prototipo dei ligandi per questi siti. In realtà ulteriori studi dimostrarono 
che i recettori sigma rappresentano siti indipendenti per l’azione di ligandi endogeni 
non ancora identificati. Difatti, numerose evidenze farmacologiche servono a 
differenziare i recettori degli oppioidi dai sigma: mentre i primi sono enantioselettivi 
per gli isomeri (-) dei farmaci narcotici derivati dall’oppio, i secondi sono 
enantioselettivi per gli isomeri (+). Inoltre il naloxone è inattivo sia in vivo che in vitro 
nell’antagonizzare gli effetti dei ligandi sigma.  
Oggi i recettori sigma sono stati classificati come un’entità specifica, diversa da 
qualsiasi altro recettore, in grado di legare con alta affinità sostanze chimicamente 
differenti [Maurice et al., 1997 e 1996]. In seguito studi di binding hanno rivelato che 
molti altri farmaci antipsicotici si legano con alta affinità ai siti sigma. L’aloperidolo è, 
Introduzione 
 19 
tra gli antipsicotici, quello che inibisce con affinità maggiore il legame di SKF 10.047. 
Sulla base di queste evidenze i recettori sigma sono definiti aloperidolo sensibili e 
naloxone insensibili. Tuttavia si hanno ancora dei dubbi su quale categoria di molecole 
possa fungere da ligando endogeno. Alcune evidenze hanno dimostrato come alcuni 
neurosteroidi, come progesterone e testosterone, agiscano come inibitori competitivi del 
SKF 10.047 nel legare i recettori sigma. Questa considerazione ha fatto ritenere che 
alcuni neurosteroidi potrebbero appunto fungere da ligandi endogeni [Maurice 2004; Su 
et al., 1988]. 
Esistono due sottotipi di recettori sigma, I sigma-1 e I sigma-2, distiniti uno dall’altro 
dal peso molecolare, distribuzione tissutale e intracellulare e selettività verso i ligandi. Il 
recettore sigma-1, clonati da diverse specie animali, è una proteina di 223aa con una 
regione transmembrana, massa molecolare di 25kDa [Aydar et al., 2002]. Il recettore 
sigma-2 sebra essere una entità ben distinta dal recettore sigma-1 essendo leggermente 
più piccolo [Hellewell et al., 1994], sebbene la sequenza esatta di questo recettore 
ancora non sia nota. 
Grazie a procedure di radiografia, autoradiografia e tomografia ad emissione di 
positroni (PET) si è potuta studiare la localizzazione anatomica di tali molecole. I 
recettori sigma sono ampiamente espressi nella totalità del corpo [Hellewell et al., 
1994]. Negli organi periferici sono presenti a livello di cuore, polmoni, fegato, intestino, 
organi sessuali e strutture adibite a funzione immunitaria. Per quanto riguarda il SNC, i 
recettori sigma sono stati trovati sia nel cervello che nel midollo spinale. Le aree 
cerebrali con la massima espressione recettoriale sigma sono i nuclei motori del midollo 
allungato e, in misura minore, i gangli della base [Alonso et al., 2000]. La ricca 
localizzazione di tali recettori anche nel giro dentato e nello strato piramidale 
dell’ippocampo [Alonso et al., 2000; Phan et al., 2003] ha supportato l’idea di un loro 
coinvolgimento nelle funzioni di apprendimento e memoria [Borchelt et al., 1997]. 
A livello cellulare i recettori sigma si trovano su neuroni, oligodendrociti, cellule 
ependimali e di Shwann [Alonso et al., 2000; Palacios et al., 2003]. Il recettore sigma-1 
inoltre è presente nella cellula sul soma e sui dendriti, dove è associato con membrane 
del reticolo endoplasmico, nucleare, plasmatica e microsomiale [Alonso et al., 2000; 
Phan et al., 2003]. Studi biochimici e di biologia cellulare hanno mostrato come il 
recettore sigma-1 sia una proteina intracellulare ancorata alla membrana del reticolo 
endoplasmatico, grazie a una sequenza di 22aa, [Hanner et al., 1996] e come la sua 
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traslocazione dal citoplasma alla membrana richieda un efflusso di calcio dal reticolo 
endoplasmatico [Hayashi et al., 2000]. 
Il ruolo dei ligandi di questi recettori come agenti neuro protettivi è allo studio 
ormai da diversi anni. Sono stati pubblicati numerosi lavori in cui si mette in evidenza il 
possibile coinvolgimento, con una funzione antiamnesica, dei recettori sigma-1 nei 
processi di apprendimento e memoria. Queste evidenze derivano da studi effettuati su 
animali che presentavano deficit di tipo cognitivo indotto, in genere, da un trattamento 
farmacologico o neurotossico (mecamilamina, scopolamina, ac. ibotenico o peptide 
amiloide 25-35). Tutti i composti sigma-1 ligandi testati hanno dimostrato una certa 
capacità nel contrastare e migliorare il deficit mnemonico degli animali lesionati 
[Matsuno et al., 1994 e 1995; Maurice et al., 1998; Tottori et al., 2002]. Nonostante 
questi risultati in animali lesionati, nessuno degli agonisti testati ha portato 
miglioramenti apprezzabili nella cognizione di animali controllo. Ciò ha indotto a 
ritenere che i recettori sigma non siano coinvolti nel normale processo cognitivo 
[Maurice 2001]. 
Diversi meccanismi di azione sono stato proposti per il legame dei sigma-1 col loro 
ligando. Tra i più accreditati, l’idea che i recettori sigma possano mediare la conduzione 
di potassio [Zhang et al., 2005] e il signaling del calcio [Monnet 2005] e che prendano 
anche parte alla neuromodulazione della trasmissione di NMDA, dopamina (DA) e ACh 
[Monnet et al., 1990; Kobayashi et al., 1996]. Tuttavia l’esatto meccanismo che segue 
all’attivazione dei recettori sigma rimane ancora poco chiaro. 
In questo lavoro, in particolare, è stata valutata la capacità neuroprotettiva e/o di 
cognitive enhancer di composti agonisti del recettore sigma-1: il derivato 
ciclopropilmetilamminico denominato (–)MR 22 [metil-(1S,2R)-2- {[1adamantil- 
(metil)- ammino]- metil}- 1 -phenilciclopropanecarbossilato] e il methyl 
(1R,2S/1S,2R)- 2- [4-hydroxy- 4- phenyl piperidin- 1-yl) methyl]- 1- (4-methylphenyl) 
cyclopropanecarboxylate [(±)-PPCC]. Recenti evidenze in vitro hanno evidenziato che 
l’attivazione dei recettori sigma induce una protezione dei neuroni corticali di ratto 
contro la tossicità indotta proprio dal peptide amiloide 25-35 [Marrazzo et al., 2005]. 
Non sono tuttavia disponibili dati in vivo sulle azioni di tali composti nella performance 
cognitiva. 
 
Ancora oggi non è disponibile un modello animale che riporti contemporaneamente 
tutti gli aspetti patologici caratteristici dell’AD. Non lo è il modello basato sull’azione 
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dell’immunotossina 192 IgG-saporina perché, pur presentando chiari deficit di 
apprendimento e memoria, agisce solo sul sistema colinergico del forebrain basale, 
mentre la patologia di Alzheimer sembrerebbe interessare anche altri sistemi 
neurotrasmettitoriali. E non lo sono nemmeno i modelli transgenici che , al contrario, 
agiscono prevalentemente sull’aspetto amiloide, ma mancano di chiari e riproducibili 
deficit cognitivi. 
Ovviamente la malattia di Alzheimer è molto difficile da riprodurre in un unico 
modello animale poiché estremamente complessa e caratterizzata dall’interazione di 
molti fattori che interagiscono tra loro: dalla deplezione neuronale del sistema 
colinergico (e non solo), con la comparsa dei conseguenti deficit mnemonici e 
comportamentali, all’alterata produzione e/o processamento post-trascrizionale di 
proteine come APP, PS1, PS2 e tau, alle mutazioni a carico di diversi geni, alla 




1.11. La proteina TDP-43 
 
Ampiamente espressa nel nucleo, la proteina TDP-43 (TAR DNA-binding protein di 
43 kDa) è un proteina di legame costituita da 414aa e codificata da sei esoni. Questa 
proteina, appartenente alla famiglia delle ribonucleoproteine (hnRNP), contiene due 
sequenze di riconoscimento del RNA (RRM1 e 2), grazie alle quali è in grado di legare 
sequenze di RNA e DNA, e una regione C-terminale ricca in glicina che media 
l’interazione con altre proteine (figura 1.5). Come altre hnRNP, è coinvolta in diversi 
processi: replicazione e riparazione del DNA, trascrizione genica, regolazione dello 
splicing pre-mRNA, ritenzione ed esportazione e stabilità dell’mRNA, traduzione 
proteica [Buratti e Baralle, 2001 e 2010; Buratti et al., 2001] e anche pathway cellulari 
con ramificazioni essenziali in processi metabolici [Ayala et al., 2008]. Una perdita di 
funzione da parte di TDP-43 causa una perdita di stabilità delle membrane e induce 




Fig 1.5: rappresentazione schematica dei costituenti strutturali di TDP-43. Evidenziati i motivi di riconoscimento 
dell’RNA, RRM1 e 2, il segnale di localizzazione nucleare, NLS, e quello de esporto nucleare, NES e la regione ricca 
in glicina. 
 
Come mostrato in figura 1.5, TDP-43 è caratterizzata da due domini specifici, 
RRM1 e RRM2 che riconoscono e legano sequenze ripetute UG/TG su singolo 
filamento di RNA e DNA [Buratti e Baralle, 2001]. Il dominio RRM1 è cruciale per il 
legame ai nucleotide mentre le funzioni di  RRM2 non sono del tutto chiare, ma si pensa 
che potrebbe essere coinvolto nell’aumentare l’affinità di legame agli acidi nucleici, 
oltre che presentare un forte segnale de esportazione nucleare. Vicino alla estremità N-
terminale è presente anche una sequenza di localizzazione nucleare. 
Il gen TARDP che codifica per TDP-43, e localizzato sul cromosoma 1, presenta 6 
esoni e va incontro a 11 differenti forme di splicing alternativo [Buratti e Baralle, 2008; 
Nishimoto et al., 2010]. 
 
1.11.1. TDP-43 e le malattie neurodegenerative 
TDP-43 è la maggiore componente di aggregati proteici ubiquitinati riscontrati in 
molti pazienti affetti da ALS (Amytrophic Lateral Sclerosis) sporadica, o la più comune 
forma di demenza fronto-temporale, la FTLD-U (FrontoTemporal Lobar Degeneration 
with Ubuquitinated inclusions). In questi pazienti sono state osservate inclusioni 
immunoreattive di TDP-43 nel citoplasma e nel nucleo di neuroni e cellule gliali. Il 
cervello e il midollo spinale di pazienti che presentano proteinopatie legate a TDP-43 
presentano un assetto biochimico caratterizzato da un’anomala iperfosforilazione e 
ubiquitinazione di TDP-43 e dalla produzione di frammenti al C-terminale di circa 25 
kDa che perdono i domini di indirizzamento nucleare. Infatti la patogenesi dalla ALS 
potrebbe essere dovuta alla perdita della normale funzione di TDP-43 al livello del 
nucleo a seguito di una sua migrazione nell’ambiente citoplasmatico. Le inclusioni di 
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questa proteina sono riconosciute essere una delle caratteristiche tipiche della ALS 
[Fushimi et al., 2011; Huang et al., 2010; Lagier-Tourenne et al., 2009]. 
Negli ultimi anni si è scoperto che gli aggregati di TDP-43 sono presenti in gran 
quantità anche nei pazienti di AD: livelli anormali di questa proteina (fino al 200%) 
sono infatti stati riscontrati nel tessuto cerebrale corticale di soggetti affetti da AD in 
seguito a esami post mortem. Studi in ratto hanno dimostrato come l’espressione di 
peptide amiloide 1-42 può essere associato alla fosforilazione di TDP-43 e al suo 
accumulo nel citosol, e come la cleareance della stessa amiloide da parte della parkina 
previene la patologia da TDP-43 [Herman et al., 2011]. 
 
 
1.12. L’apporto cerebellare ai fenomeni cognitivi 
 
È stato osservato che iniezioni intracerebroventricolari dell’immunotossina 192 
IgG-saporina in ratto inducono non solo, come già detto, lesioni al sistema colinergico 
del basal forebrain, ma anche a una popolazione neuronale sita in una altra regione 
cerebrale, che esprime in maniera significativa il recettore p75NTR: una sottofamiglia 
delle cellule del Purkinje nel cervelletto [Cuello et al., 1990; Pioro e Cuello, 1990]. 
Queste cellule sembrano infatti essere altamente sensibili alla tossina se iniettata i.c.v. 
[Heckers et al., 1994; Torres et al., 1994; Leanza et al., 1995]. 
Grazie a queste scoperte è stato possibile ipotizzare un reale e importante 
coinvolgimento del cervelletto nei deficit cognitivi indotti dalla tossina quando iniettata 
ICV e soprattutto un suo ruolo fondamentale dei suoi circuiti nel processamento delle 
informazioni spaziali e  nei fenomeni di memoria e apprendimento, andando al di là 
delle funzioni motorie classicamente note [Gandhi et al., 2000; Wrenn e Wiley, 2001; 
Akshoomoff e Courchesne, 1992; Ivry e Baldo, 1992; Ito, 1993; Petrosini et al., 1998]. 
Storicamente il cervelletto è stato descritto come una struttura dedicata e coinvolta 
interamente nella modulazione della programmazione, esecuzione e coordinazione 
dell’attività motoria sia per i movimenti volontari che per quelli involontari, come la 
postura e il tono muscolare. Si ritiene che il cervelletto compari il movimento 
programmato con i movimenti reali, sulla base dei segnali afferenti. Comunicando con 
le aree motorie della corteccia, il midollo allungato e quello spinale, è in grado di 
aggiustare in tempo reale la disparità tra movimento voluto e movimento effettivo, 
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processando le informazioni tra output motori discendenti e input propriocettivi 
ascendenti [Allen e Tsukahara, 1974; Gandhi C.C. et al., 2000]. 
Questo aspetto puramente motorio del cervelletto è stato recentemente messo in 
discussione da alcune evidenze che attribuirebbero a questa struttura un ruolo anche in 
fenomeni quali l’attenzione, l’apprendimento, il linguaggio e i fenomei cognitivi [Ivry e 
Baldo, 1992; Leiner et al., 1993; Raymond et al., 1996]. L’ipotesi che il cervelletto sia 
coinvolto in funzioini “superiori” è corroborata principalmente da due aspetti: la 
presenza di deficit neuropsicologici in pazienti con discrete patologie cerebellari e 
l’attivazione cerebellare in test cognitivi, attenzionali e di linguaggio, visualizzata 
tramite brain-imaging [Leiner et al. 1986, 1991 e 1993; Ryding et al., 1993]. 
 
1.12.1. Il cervelletto e la memoria spaziale 
La conoscenza spaziale di un ambiente comprende due distinte competenze: la 
cognizione spaziale dichiarativa, legata ai riferimenti ambientali e alla collocazione 
degli oggetti rispetto a tali riferimenti, e la cognizione spaziale procedurale, legata al 
come muoversi nell’ambiente [Mandolesi et al., 2003]. 
I risultati di studi che impiegavano procedure di emicerebellectomia hanno fatto 
pensare che il cervelletto potrebbe effettivamente essere coinvolto nei fenomeni di 
apprendimento e memoria dimostrando come danni di tale tipo portano a deficit nelle 
componenti procedurali di memoria spaziale, mantenendo invece intatta quelle 
dichiarative. [Petrosini et al., 1998]. Successivamente, riguardo a questa interessante 
ipotesi, è stato dimostrato che i network cerebellari sono indispensabili per 
l’acquisizione di comportamenti complessi grazie all’imitazione. Sembra infatti che 
attraverso l’osservazione il cervelletto permetta di acquisire competenze sufficienti per 
portare a termine un compito, ovvero per eseguirlo in maniera corretta. Questo peculiare 
ruolo del network cerebellare nell’acquisizione di nuove strategie ha permesso anche di 
scomporre un comportamento complesso e verificare l’esistenza di unità singole che 
concorrono a formare una completa sequenza procedurale [Petrosini et al., 2003]. 
Diversi altri studi hanno evidenziato l’importanza del cervelletto 
nell’apprendimento spaziale, coordinazione motoria e esplorazione. Topi transgenici 
con una prematura morte selettiva delle cellule del Purkinje mostrano chiari deficit 
nell’esecuzione di compiti di coordinazione motoria e nell’apprendimento spaziale 
[Lalonde e Strazielle, 2003]. Altri studi hanno dimostrato come gli animali con lesioni 
cerebellari non reagiscono ai cambiamenti ambientali, suggerendo il fatto che non sono 
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più in grado di creare una rappresentazione spaziale del nuovo ambiente in quanto non 
riescono a esploralo in maniera esaustiva, concludendo che non sarebbe possibile 
nessun apprendimento nella cognizione spaziale dichiarativa senza un appropriato 
apprendimento nella cognizione spaziale procedurale [Mandolesi et al., 2003]. In questo 
senso, il ruolo del cervelletto nell’apprendimento spaziale sembra essere piuttosto 
importante ed è stato ipotizzato già da tempo che i circuiti cerebellari potrebbero essere 
coinvolti nei processi computazionali necessari per delle precise e accurate performance 
in test di abilità spaziale. Ne segue che le cellule del Purkinje (che provvedono alla 
maggior parte delle efferenze del cervelletto) potrebbero direzionare le informazioni 
spaziali ad altre aree, cruciali per la loro acquisizione e il loro immagazzinamento, come 
il sistema limbico, la corteccia parietale e quella prefrontale. Una perdita di cellule del 
Purkinje quindi porterebbe a un blocco nel flusso di informazioni verso queste aree 
[Snider e Maiti, 1976]. 
Basandosi su queste evidenze, è stato proposto che il cervelletto sia parte di un 
network di strutture che contribuiscono alla cognizione e al processamento delle 
informazioni spaziali, e forse anche ad altre funzioni cognitive di ordine superiore. È 
stato infatti dimostrato che la OX7-saporina, una tossina selettiva per le cellule del 
Purkinje, può essere usata per esaminare le normali funzioni del cervelletto e a capire in 
che modo la perdita di tali cellule contribuisce all’insorgenza dei deficit cognitivi 
osservati negli animali trattati [Gandhi et al., 2000]. 
Oltre alla ormai accertata partecipazione nelle funzioni di apprendimento e 
cognizione spaziale, alcuni studi hanno riportato un possibile ruolo del cervelletto anche 
nelle funzioni di navigazione. La navigazione è definita come una serie di movimenti 
controllati nello spazio allo scopo di orientarsi e raggiungere una meta non visibile, 
integrando informazioni sensoro-motorie interne ed esterne [Berthoz e Viaud-Delmon, 
1999]. È stato quindi proposto che disfunzioni cerebellari potrebbero impedire la 
rappresentazione mentale e l’orientamento di sé stessi nell’ambiente e quindi la 
conseguente impossibilità di raggiungere la meta non visibile [Rondi-Reig et al., 2002]. 
Ulteriori studi hanno anche dimostrato che l’esercizio fisico può prevenire o 
quantomeno ritardare la perdita di cellule del Purkinje legata all’età e addirittura 
stimolare la crescita del loro soma [Larsen et al., 2000]. 
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2. Scopo della tesi 
 
 
La malattia di Alzheimer è una elle patologie più devastanti del nostro tempo, con 
impatti sia dal punto di vista medico sia dal punto di vista sociale. Ad oggi c’è una 
grande necessità di modelli affidabili e appropriati su cui poter investigare i meccanismi 
sottesi alla malattia e testare nuovi approcci terapeutici.  
Gli scopi di questo lavoro, nel dettaglio, sono stati pertanto i seguenti: 
 
• Sviluppare un nuovo modello in cui siano ricapitolati diversi aspetti 
fondamentali della malattia di AD nell’uomo, come il deficit cognitivo, la 
deplezione del sistema colinergico ascendente e l’accumulo di placche di 
proteina amiloide, compresa l’eventuale alterazione nel metabolismo della 
proteina TDP-43. 
 
• Testare su questo modello due agonisti dei recettori sigma-1 di neosintesi, al fine 
di valutarne il putativo ruolo di neuroprotettori e valutarne l’eventuale efficacia 
nel migliorare le alterazioni fisiopatologiche e comportamentali indotte dai 
trattamenti lesivi. 
 
• Testare il possibile coinvolgimento delle cellule cerebellari del Purkinje nei 
meccanismi di apprendimento e memoria spaziali. 
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3. Materiali e metodi 
 
 
Le procedure adottate per i test sugli animali e sui metodi di stabulazione seguono 
rigorosamente le normative in materia di sperimentazione animale in vigore in Italia e 
sono conformi al DL n. 116, G.U., suppl. 40, Febbraio 18, 1992. Tali procedure sono 
inoltre in accordo con le direttive del Consiglio della Comunità Europea (86/609/EEC) 
e sono state approvate dal Comitato Etico dell’Università di Trieste. Sono inoltre state 
seguite le regole riportate da “Guide for the care and use of Laboratori animals” DHHS 
Publ No (NIH) 86-23, BETHESDA, Md: NH, 1995. Tutti gli animali utilizzati sono 
stati forniti dallo Stabulario dell’Università degli Studi di Trieste e tutte le procedure 
effettuate fino al sacrificio degli animali sono state svolte presso lo stesso Stabulario. La 
stabulazione degli animali, prima e dopo le procedure chirurgiche ha previsto un ciclo 
Luce/buio di 12+12h, e gli animali hanno sempre avuto libero accesso a cibo e acqua. 
Tutte le precauzioni possibili sono state utilizzate in modo tale da diminuire la 
sofferenza e il numero di animali usati. 
 
 
3.1. Design sperimentale 
 
Il design sperimentale ha previsto la suddivisione del lavoro in tre esperimenti diversi. 
 
3.1.1. Esperimento 1 
Per questo esperimento sono stati usati ratti del ceppo Sprague-Dawley, del peso 
compreso tra i 200 e i 250g al momento delle procedure chirurgiche. Gli animali sono 
stati divisi casualmente in gruppi sperimentali per le diverse procedure chirurgiche: 
iniezione bilaterale di sola 192 IgG-saporina (Saporina n=12) nei nuclei della base del 
Setto Mediale/Banda Diagonale di Broca (MS/DBB) e del Nucleo Basale 
Magnocellulare (NBM). Un ulteriore gruppo è stato trattato bilateralmente in 
ippocampo con peptide β Amiloide 25-35 (Amiloide n=12) mentre altri animali sono 
stati trattati sia con la 192 IgG-saporina nei nuclei della base, sia con il peptide amiloide 
in ippocampo (Doppi lesionati n=24) o con il solo PBS nelle stesse regioni target (Sham 
n=12). Alcuni animali non hanno subito nessun trattamento e sono stati usati come 
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controllo (Intatti n=12). Durante la stessa sessione di operazioni, metà degli animali dei 
gruppi Intatti, Sham e Doppi lesionati sono stati scelti casualmente e iniettati per via 
intracerebroventricolare con il sigma 1 agonista (-)-MR22 (Intatti/MR n=6, Sham/MR 
n=6, Doppi/MR n=12) oppure PBS (Intatti/PBS n=6, Sham/PBS n=6, Doppi/PBS 
n=12). 
Dopo 4 settimane si è proceduto con i test comportamentali, somministrati in 
sequenza: il Morris Water Maze, subito seguito dallo Spatial Probe Trial e, infine, il 
Radial Arm Water Maze. 
Alla fine dei test gli animali sono stati sacrificati e i cervelli prelevati per essere 
sottoposti a procedure di Western blot o, dopo fissazione, a procedure isto- ed 
immunoistochimiche. Le regioni cerebrali dissezionate per il Western blot sono state un 
ippocampo e parte della corteccia frontoparietale dello stesso emisfero. 
 
3.1.2. Esperimento 2 
Per questo esperimento sono stati usati ratti del ceppo Sprague-Dawley. Le 
procedure chirurgiche rispecchiano quelle dell’esperimento 1, senza però l’uso del 
sigma ligando. Si è iniettato (singolarmente o in combinazione) in MS/DBB e NBM 
l’immunotossina 192 IgG-saporina e nell’ippocampo il peptide amiloide 25-35, oppure 
PBS sterile in entrambe le zone target. I gruppi risultanti sono stati Saporina (n=9), 
Amiloide (n=6), Doppi Lesionati (n=9), Sham (n=5) e Intatti (n=4). 
Dopo circa 4 settimane si è proceduto con i test comportamentali: ogni gruppo è 
stato casualmente diviso in due, in modo da somministrare a metà degli animali il 
MWM, lo Spatial Probe Trial e il RAWM, e all’altra metà l’atropina test. 
In seguito gli animali sono stati sacrificati, i cervelli estratti per le successive 
procedure di RT-PCR o isto- e immunoistochimica. Per la RT-PCR si è deciso di 
prelevare dai cervello un ippocampo, prima della fissazione. 
 
3.1.3. Esperimento 3 
Per questo esperimento sono stati usati ratti del ceppo Sprague-Dawley, del peso 
compreso tra 200 e 250g al momento delle operazioni chirurgiche. Gli animali sono 
stati divisi in maniera casuale nei gruppi sperimentali e sono stati tutti trattati con la sola 
192 IgG-saporina o con il PBS sterile. Il gruppo Basal Forebrain (BF, n=15) ha subito lo 
stesso trattamento del gruppo Saporina dell’esperimento 1. Un ulteriore gruppo è stato 
lesionato con l’immunotossina nella corteccia cerebellare, con tre iniezioni (due negli 
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emisferi e una in corrispondenza del verme cerebellare (Cervelletto, CRBM, n=15). Un 
terzo gruppo è stato sottoposto alla somministrazione di immunotossina (Doppi 
Lesionati n=15) sia nei nuclei del prosencefalo di base che nella corteccia cerebellare. 
Ad alcuni animali la tossina è stata iniettata nel ventricolo laterale (ICV, n=15). Un 
gruppo di animali è stato trattato con PBS (Sham n=8) in tutte le regioni target finora 
descritte e, per concludere, alcuni animali non sono stati sottoposti ad alcun tipo di 
intervento (Intatti n=7). 
Dopo 4 settimane si è proceduto con i test comportamentali, nei tempi e modi già 
descritti nell’esperimento 1. Alla fine dei test gli animali sono stati sacrificati e i cervelli 
prelevati e fissati per essere sottoposti a procedure di isto- ed immunoistochimica. 
 
 
3.2. Preaggregazione del peptide amiloide 
 
Negli esperimenti 1 e 2 il peptide β-amiloide25-35 è stato disciolto in acqua distillata 
sterile a una concentrazione di 5µg/µl e conservato a -20°C. In seguito, le aliquote da 
utilizzare sono state preaggregate mediante un’incubazione in vitro a 37°C per 4 giorni. 
Successive osservazioni al microscopio a forza atomica hanno evidenziato che questa 
incubazione porta alla formazione di un precipitato insolubile formato da strutture 
birifrangenti assimilabili a olgomeri e protofibrille. 
 
 
3.3. Procedure chirurgiche 
 
In tutti gli esperimenti le procedure chirurgiche sono state effettuate previa anestesia 
profonda (Sodio Pentobarbital i.p., 5mg/100g). Gli animali sono stati fissati su un 
apparato stereotassico per l’infusione intracerebrale delle varie sostanze effettuata 
mediante siringhe Hamilton da 5 o da 10µl (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) ad una 
velocità di 0.5µl/min. 
Le coordinate anteroposteriore (AP), mediolaterale (ML) e dorsoventrale (DV) dei 
siti di iniezione sono state calcolate dal bregma e dalla dura (secondo l’atlante di 
Paxinos e Watson, 1998).  
La immunotossina 192 IgG-saporina (Advanced Targeting System, San Diego, CA, 
USA) è stata somministrata alla concentrazione di 0,162µg/µl. Per raggiungere il 
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MS/vDBB, 0,5µl di sostanza sono stati iniettati alle seguenti coordinate (in mm): AP 
+0,5, ML ±0,6 e poi diviso in due aliquote a DV -7,7 (0,3µl) e DV -6,1 (0,2µl). Per 
raggiungere il NBM, 0,8µl di tossina sono stati iniettati bilateralmente alle coordinate: 
AP +1,0, ML ±3,2 e DV -7,5. Infine, per raggiungere le regioni target del cervelletto le 
coordinate sono state: AP -10,8, ML -0,5 e DV -4 per il verme, e AP -10,8, ML ±4 e 
DV -4 per gli emisferi e si sono iniettati 0,5 µl in ogni sito. Per iniettare 2,5µg in 7µl di 
tossina ICV si sono seguite le coordinate: AP -0,6. ML ±1,5 e DV -4,5. 
Il peptide amiloide 25-35 preaggregato è stato somministrato, alla concentrazione di 
5,0µg/µl, tramite una singola infusione da 1,0µl per ogni emisfero alle seguenti 
coordinate: AP -3,8, ML ±2,2 e DV -3,3. 
L’agonista sigma 1 (-)-MR22 è stato iniettato in una singola dose di 25µg in 5µl di 
PBS nel ventricolo laterale alle seguenti coordinate: AP -0,6. ML ±1,5 e DV -4,5. 
 
 
3.4. Morris Water Maze 
 
Esperimenti 1,2 e 3. Il Morris Water Maze è una procedura per lo studio della 
memoria e dell’apprendimento spaziale nel ratto (poi allargata ad altre specie animali) 
introdotta da R. Morris nel 1984 [Morris, 1984]. Oggi questo test è divenuto uno dei test 
comportamentali d’elezione per lo studio del ruolo dei vari sistemi neurali nelle 
funzioni cognitive. Nel Morris Water Maze l’animale viene posto in una vasca riempita 
d’acqua, situata in un ambiente contenente oggetti che l’animale può usare per 
l’orientamento, nel tentativo di localizzare una piattaforma sommersa. Su questa 
piattaforma l’animale si posizionerà per uscire dall’acqua. In tal modo motivato, 
l’animale migliorerà progressivamente il tempo e la distanza di nuoto necessari per 
trovare la piattaforma. Ciò non avverrà in presenza di deficit cognitivi. 
In questo caso gli animali sono stati testati allo scopo di valutare gli effetti della 
lesione sulla memoria di riferimento (reference memory) e sulla memoria di lavoro 
(working memory). Tale distinzione è stata proposta da un certo numero di ricercatori 
[ad es. Olton, 1983], i quali la ritengono più appropriata di quella tradizionale tra 
memoria a breve e a lungo termine. La memoria di riferimento e quella di lavoro 
possono essere differenziate sulla base della maggiore o minore stabilità delle 
informazioni che contengono, in quanto la memoria di riferimento contiene tutto quello 
che l’animale conosce, che ha appreso, mentre la memoria di lavoro contiene 
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informazioni che gli sono utili solo per un periodo di tempo limitato. Essa è un sistema 
per il mantenimento temporaneo dell’informazione e per la sua manipolazione allo 
scopo di eseguire differenti compiti cognitivi [Baddelay, 1986] 
 
3.4.1. Reference Memory Test 
L’apparecchiatura utilizzata (figura 3.1) consiste di una vasca di colore scuro in 
PVC (150cm di diametro e 60cm di altezza) riempita fino a un’altezza di 30cm con 
acqua alla temperatura di 20°C circa. Sulla vasca sono stati idealmente definiti quattro 
punti (indicati come N, S, W, E) che identificano quattro quadranti di uguali dimensioni 
(N/E, S/E, S/W, N/W). Nella stanza dei test sono presenti diversi cues (poster, lampade, 
finestre etc.) visibili dall’interno della vasca in modo tale da poter essere utilizzati dagli 
animali come riferimento; tali cues non vengono spostati durante l’intero periodo di 
svolgimento dei test. 
All’interno della vasca, al centro di uno dei quadranti viene posizionata una 
piattaforma (10cm di diametro) posta a 2cm sotto il pelo dell’acqua, in modo da non 
essere visibile dall’animale. Sulla verticale del centro della vasca è fissata al soffitto una 
videocamera collegata ad un PC, sul quale è installato un software di videotracking 
(AniTracker, DGTech Bologna) che permette di rilevare il tempo impiegato e la 
distanza percorsa dall’animale durante il test, nonché la traiettoria percorsa per 
individuare e raggiungere la piattaforma. 
Il giorno precedente all’inizio del test, gli animali venivano posti nella vasca priva 
della piattaforma per circa 5min (suddivisi in periodi di 60s) allo scopo di favorire 
l’abitudine all’ambiente e diminuire lo stress associato all’esposizione verso un nuovo 
ambiente. Nel protocollo utilizzato in questo test (reference memory) gli animali sono 
stati testati per sette giorni consecutivi e sottoposti a quattro trials al giorno. Nel corso 
di ciascun trial (ciascuno della durata di 60s) l’animale è stato rilasciato da posizioni 
prestabilite. Nel caso in cui non fosse riuscito a localizzare la piattaforma nel tempo 
stabilito l’operatore ha prelevato l’animale dall’acqua e lo ha guidato manualmente sulla 
piattaforma, dove veniva lasciato per 20 secondi prima del trial successivo. Nel caso in 
cui invece la piattaforma fosse stata localizzata entro i 60s concessi, l’animale veniva 
comunque lasciato su di essa per 20s prima di essere spostato al successivo punto di 
rilascio o riportato in gabbia nel caso del quarto trial. 
Nel corso dei sette giorni questa procedura è stata ripetuta con la piattaforma posta 
sempre nello stesso quadrante della vasca. Nel corso di ogni giornata di test, i tempi (o 
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latenze, in secondi), le distanze (in metri) di ogni trial necessari all’animale per 
raggiungere la piattaforma, e la velocità media di nuoto sono state registrate tramite il 
software. 
 
Fig. 3.1: vasca per il Morris Water Maze – reference Memory Test. La vasca è stata suddivisa idealmente in 4 
quadranti di dimensioni uguali, al centro di ogni quadrante è stata identificata un area di 20 cm di diametro 
denominata anulo; al centro di uno degli anuli è stata posizionata la piattaforma, qui indicata con un cerchio rosso. 
 
3.4.2. Spatial Probe Trial 
L’ultimo giorno, dopo il quarto trial la piattaforma è stata rimossa dalla vasca e 
l’animale sottoposto a un quinto trial (spatial probe trial). Durante questa quinta prova 
il ratto è stato immesso nella vasca e lasciato nuotare liberamente per 60s. Le 
percentuali di tempo e distanza trascorse in ciascuno dei quadranti in cui è divisa la 
vasca e le collisioni con gli annuli (definibili come l’area circolare che individua il sito 
di posizionamento della piattaforma al centro di ciascun quadrante) sono state 
ovviamente registrate. Confrontando le percentuali di tempo trascorse nel quadrante 
dove effettivamente prima era posizionata la piattaforma, e il numero di passaggi 
sull’annulo corrispondente, rispetto agli altri quadranti, si possono ottenere utili 
informazioni sull’efficacia di apprendimento dell’animale. 
 
3.4.3. Radial Arm Water Maze – Working Memory Test 
Una settimana dopo la fine del reference memory test si è proceduto con il Radial 
Arm Water Maze (RAWM), un test più complesso finalizzato alla valutazione delle 
capacità di memoria di lavoro dell’animale testato. Per la valutazione della memoria di 
lavoro sono disponibili diversi protocolli, ma essendo tutti effettuati su terra non 
escludono da parte dell’animale l’uso di strategie di orientamento basate ad esempio sul 
riconoscimento degli odori. 
Materiali e metodi 
 33 
In questo studio si è utilizzato un protocollo di RAWM che prevede l’introduzione 
nella vasca di una serie di setti in plexiglass nero di 50cm di lunghezza e 40 di altezza. I 
pannelli sono stati fissati insieme in modo da ottenere un angolo di 60° tra loro, e poi 
incollati alle pareti della vasca così da ottenere sei corridoi di 20cm di larghezza. La 
vasca veniva riempita come nel caso del WM tradizionale e la piattaforma posizionata 
in fondo a uno dei bracci (figura 3.2). 
Si introduce quindi la nuova variabile degli errori, che l’animale compie quando 
entra in un braccio che non contiene la piattaforma e ne supera con il muso la metà. Ciò 
richiede abilità spaziali più complesse rispetto a quelle richieste per il reference memory 
test. Inoltre, la posizione della piattaforma cambia di giorno in giorno, per cui l’animale 
non deve ricordare la posizione esatta della piattaforma nella vasca, ma deve elaborare 
le informazioni che ha imparato nei giorni o nei trial precedenti per capire che deve 
cercare la piattaforma in un’altra posizione. Quindi, la corretta performance in un certo 
trial deve fare riferimento alle azioni compiute di recente, oltre alle direttive richieste 
dal compito. 
Il test è stato effettuato nel corso di cinque giorni con una prova senza piattaforma il 
giorno prima dell’inizio del test. L’animale è stato rilasciato da una posizione diversa 
precedentemente stabilita in ciascuno dei cinque trial, con a disposizione 60s per 
trovare la piattaforma. Nel caso di insuccesso, l’animale veniva posizionato 
manualmente sulla piattaforma e mantenuto su di essa per 20s. 
Durante ogni trial sono stati registrati e monitorati la latenza e il numero di errori. 
 
Fig. 3.2: vasca per il Radial Arm Water Maze – Working Memory Test. La vasca è stata divisa mediante setti in 6 
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3.4.4. Atropina test 
Nell’esperimento 2 gli animali sono stati sottoposti ad un atropina test, una variante 
del classico reference memory test, del quale infatti conserva l’apparato sperimentale. 
Le differenze stanno nel fatto che l’atropina test dura solo quattro giorni, che il probe 
trial viene somministrato ogni giorno e che gli animali vengono testati sotto l’effetto 
acuto di diverse sostanze iniettate intraperitonealmente. 
Il primo giorno gli animali sono stati testati a seguito di una iniezione di salina. Il 
secondo giorno agli animali è stata iniettata atropina solfato (50mg/kg/ml). Il terzo 
giorno l’atropina è stata somministrata 15m dopo l’iniezione del sigma 1 agonista (±) 
PPCC (1mg/kg/ml). L’ultimo giorno sono stati somministrati agli animali, nell’ordine, il 
sigma 1 antagonista BD1047 (1mg/kg/ml), il sigma agonista (±) PPCC e l’atropina 
solfato. Il primo trial del test è cominciato circa 30 minuti dopo l’ultima iniezione, in 
maniera da permettere alle varie sostanze di fare effetto [Antonini et al., 2009]. 
Il software di videotracking ha registrato anche in questo caso la latenza, la distanza 
percorsa e le traiettorie degli animali nei vari trial. 
 
 
3.5. Procedure istologiche 
 
Esperimenti 1,2 e 3. Dopo aver sacrificato gli animali (in anestesia profonda) 
mediante perfusione con soluzione fisiologica, sono stati estratti cervelli e asportate 
delle porzioni regioni ippocampali e/o neocorticali di interesse, che sono poi state 
immediatamente congelate in ghiaccio secco e quindi mantenute a -80°C. I tessuti 
rimanenti sono stati fissati per immersione in PFA 4% in tampone fosfato 0,1M a +4°C 
per 24h e poi tenuti in saccarosio 20% in tampone fosfato 0,1M, mantenuti sempre a 
+4°C per 24-48h. 
In seguito i cervelli sono stati sezionati utilizzando un microtomo congelatore (Leitz 
Welzlar). Seguendo l’atlante di Paxinos e Watson (1998, quarta edizione), sezioni 
coronali di 30/40µm sono state ottenute a partire dal piano +1.60 fino al piano -4.30 
(regioni corticali e ippocampali, Esperimenti 1,2 e 3) e dal piano -9.80 fino al piano -
11.60 (regione cerebellare, Esperimento 3) in base alla regione di interesse e ai 
trattamenti effettuati, per poi essere raccolte in quattro serie e mantenute a -20°C in 
antifreeze fino al momento dell’utilizzo. 
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Dopo le varie procedure di colorazione (v. oltre), tutte le sezioni sono poi state 
montate su vetrini trattati con cromallume, disidratate tramite passaggi in una serie di 
alcoli a concentrazione crescente, seguiti da un passaggio in xilene e infine asciugati; 
quindi coperte da vetrini copri-oggetto, utilizzando DPX come montante, ed analizzate 
mediante un microscopio ottico collegato ad una fotocamera digitale. 
 
3.5.1. Colorazione di Bielschowsky per placche amiloidi 
Esperimento 1. Su una serie di sezioni è stata effettuata la colorazione argentica 
secondo il metodo Bielschowsky, al fine di rendere visibili le fibre nervose, gli assoni, 
gli ammassi neurofibrillari e le placche senili. Allo scopo di ottenere un controllo 
positivo, per un utile confronto, campioni di corteccia e ippocampo umani provenienti 
da un paziente con malattia di Alzheimer (gentilmente forniti dall’Anatomia Patologica 
dell’Università di Trieste) sono stati processati simultaneamente. In breve, le sezioni 
vengono trattate con una soluzione di argento nitrato; quindi immerse in una soluzione 
di idrossido d’ammonio e argento, poi ridotto ad argento metallico a livello delle 
placche, e reso maggiormente visibile grazie all’aggiunta di acido citrico e acido nitrico.  
La tecnica è nota per dare un’eccellente colorazione della placche e degli aggregati, 
mettendo in risalto anche i neuriti distrofici ad essi associati. 
 
3.5.2. Immunoistochimica 
Esperimenti 1,2 e 3. Un’altra serie di sezioni è stata poi processata free-floating per 
l’evidenziazione immunocitochimica dell’enzima di sintesi colinacetiltransferasi 
(ChAT) in modo da definire l’entità della deplezione colinergica indotta dalla 192 IgG-
saporina. Per evidenziare l’enzima ChAT è stato utilizzato, sulle sezioni coronali 
contenenti i nuclei del forebrain basale ricchi di neuroni colinergici, un anticorpo 
policlonale (rabbit anti-ChAT 1:2000, Immunological Sciences). 
In breve, dopo aver inattivato le perossidasi endogene del tessuto mediante 
incubazione (10 minuti) con 10% metanolo e 3% perossido d’idrogeno in tampone 
potassio fosfato (KPBS), le sezioni sono state preincubate per un’ora in una miscela 
contenente siero normale di capra (NGS 5%) e triton 0,3% in KPBS; le fettine sono 
state quindi esposte per 48 ore all’anticorpo primario previsto (prodotto in coniglio) 
diluito in normal goat serum (NGS) 2% e triton 0,3% in KPBS. L’immunoreattività è 
stata evidenziata mediante una procedura standard avidina-biotina perossidasi, 
utilizzando un anticorpo secondario biotinilato anti-coniglio prodotto in capra (1:200, 
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Vector), e incubando successivamente le sezioni in 3.3-diaminobenzidina allo 0,05% e 
perossido d’idrogeno allo 0,01% per 3-5 minuti. 
Esperimento 3. Si è proceduto, seguendo lo stesso protocollo di immunoistochimica, 
all’evidenziazione della proteina calbindina. L’anticorpo primario è un monoclonale 
prodotto in coniglio (rabbit anti-calbindina, 1:20000, Swant), e pertanto le varie fasi 
sono simili a quelle delle colorazioni descritte in precedenza. Di conseguenza il siero e 
l’anticorpo secondario utilizzati sono stati i medesimi. Questa colorazione ci ha 
permesso di valutare il reale effetto della immunotossina somministrata nel cervelletto. 
La calbindina è infatti espressa da tutte le cellule del Purkinje, mentre il recettore 
p75NTR (antigene target della 192 IgG-saporina) sembra essere espresso solo da una 
sottofamiglia. 
 
3.5.3. Evidenziazione istochimica dell’enzima AChE 
Esperimenti 1,2 e 3. Per verificare gli effetti della lesione sulla innervazione 
colinergica nelle regioni target corticali e ippocampali, una ulteriore serie di sezioni è 
stata processata per l’evidenziazione della reattività dell’acetilcolinesterasi (AChE) 
normalmente presente nelle fibre colinergiche che innervano la neocorteccia e 
l’ippocampo. A tale scopo è stato utilizzato il protocollo di Hedreen (1985), che è in 
grado di dare una eccellente colorazione delle fibre e dei corpi cellulari colinergici.  Le 
sezioni sono state incubate a pH 6 in una soluzione contenente acetilcolina ioduro, sodio 
citrato, solfato di rame e ferricianuro di potassio, a cui è stata aggiunta anche 
etopropazina, allo scopo di inibire le esterasi aspecifiche. 
Il metodo si basa sul principio che l’AChE presente nel tessuto trasforma 
l’acetiltiocolina, aggiunta come substrato, in tiocolina. Quest’ultima riduce il 
ferrocianuro di potassio, che va a formare con il Cu2+ un complesso di colore marrone 
scuro. La colorazione viene successivamente intensificata tramite brevi incubazioni in 
solfuro d’ammonio e nitrato d’argento. 
 
 
3.6. Western blot 
 
Esperimento 1. L’immunoblotting consente di identificare antigeni specifici 
mediante l’uso di anticorpi mono o policlonali. I frammenti, prelevati da regioni 
discrete (corteccia frontoparietale e ippocampo di un singolo emisfero), sono stati 
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omogeneizzati e centrifugati in modo da ottenere una miscela proteica; si è proceduto 
quindi con una separazione elettroforetica delle proteine mediante l’uso di un gel di tipo 
SDS-PAGE e il loro trasferimento su di una membrana di nitrocellulosa. Le membrane 
venivano quindi esposte a una soluzione contenente un anticorpo per la detezione di 
mAβPP. 
 
3.6.1. Preparazione dei tessuti 
I campioni sono stati posti in tampone RIPA (150mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 
7.5, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% DOC, 5mM EDTA), a cui sono stati aggiunti inibitori 
delle proteasi, e successivamente omogeneizzati mediante un omogeneizzatore (Ultra-
Turrax). I campioni sono stati quindi sonicati e infine centrifugati per 15min a 
14000rpm. Il surnatante è stato prelevato per l’immunoblotting. 
 
3.6.2. Separazione delle proteine mediante elettroforesi su SDS-PAGE 
La separazione è avvenuta in gel verticali bidimensionali di poliacrilamide al 10% 
in presenza di SDS 0,1%. I gel bidimensionali risultano essere i migliori per la 
separazione di complesse miscele proteiche: nella prima parte (stacking gel) la miscela 
viene compattata, nella seconda parte (running o separating gel) si ha la separazione 
elettroforetica delle proteine in base al peso molecolare. 
Lo spessore del gel è stato stabilito a 75mm. Le aliquote dei campioni sono state 
preparate utilizzando il volume corrispondente a 20µg di proteine a cui è stato aggiunto 
il loading buffer (2-mercaptoetanolo) allo scopo di ridurre i legami disolfuro.  
Si è quindi proceduto alla denaturazione dei campioni in termo block a 100°C. La 
differenza di potenziale durante la corsa si è mantenuta a 35V nello stacking e 50V nel 
separating gel. 
 
3.6.3. Blotting in camera di trasferimento 
Dopo la corsa, i gel sono stati liberati dello stacking e posizionati nei transfer 
sandwiches, costituiti esternamente da supporti in plastica in cui vengono posti in 
sequenza: un foglio di spugna, carta da filtro 3MM, il gel, la membrana di 
nitrocellulosa, carta da filtro 3MM e un foglio di spugna. Il supporto è stato quindi 
chiuso e posizionato dentro la camera di trasferimento per il blotting. 
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3.6.4. Riconoscimento antigeni specifici 
Le membrane sono state incubate overnight in PBS + BSA 3% per diminuire i siti di 
legame aspecifici. Quindi le membrane sono state esposte all’azione dell’anticorpo 
primario, ovvero l’anticorpo monoclonale di topo anti-APP (Immunological Science) 
opportunamente diluito in PBS + BSA 3% + TWEEN 0,2% per 1h. Dopo tre lavaggi in 
PBS + TWEEN 0,5% le membrane sono state incubate con l’anticorpo secondario, 
l’anticorpo policlonale anti-topo coniugato con la perossidasi di rafano (gentilmente 
fornito dal professor M. Romano, ICGEB Trieste) diluito sempre in PBS + BSA 3% + 
TWEEN 0,2%. Alla fine di questa incubazione le membrane sono state lavate ancore tre 
volte con PBS + TWEEN 0,5% e infine col solo PBS. 
È stato quindi possibile visualizzare l’antigene con un substrato luminescente, il 
luminolo, che è stato ossidato in condizioni alcaline dalla perossidasi di rafano: 
esponendo le membrane per qualche minuto ad una soluzione contenente luminolo (kit 
ECL) ha avuto luogo una reazione di chemioluminescenza. La detezione delle proteine 
di interesse è avvenuta esponendo, per intervalli di tempo variabili, delle lastre 
fotografiche (Kodak) alla chemioluminescenza espressa dalle membrane. 
 
 
3.7. Real Time PCR 
 
Esperimento 2. La reazione a catena della polimerasi (PCR) è una tecnica di 
biologia molecolare usata per valutare l’espressione di geni di interesse, amplificare 
ridotte quantità di DNA fino a centinaia di milioni di copie del templato. In questo 
studio si è utilizzata una particolare tipologia di PCR, la RT PCR, allo scopo di valutare 
l’espressione del gene di TDP-43 e dell’enzima ChAT nel tessuto ippocampale degli 
animali, a seguito dell’estrazione dell’RNA e della sua trascrizione inversa a cDNA. 
 
3.7.1. Estrazione di RNA da tessuto 
L’estrazione di RNA è stata effettuata dal tessuto ippocampale precedentemente 
prelevato e congelato a -80°C, con lo scopo di ottenere il materiale genico necessario 
alla seguente tecnica di PCR. I passaggi per l’estrazione hanno previsto 
l’omogeneizzazione del tessuto col reagente Eurogold Trifast (Euroclone), un fenolo a 
pH acido usato per la lisi delle membrane cellulari e la separazione delle proteine dagli 
acidi nucleici; quindi è stato aggiunto glicogeno per rendere l’RNA visibile e 
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cloroformio per dissolvere i lipidi; dopo un centrifuga a freddo (15 minuti a 13200rpm) 
al surnatantet stato aggiunto isopropanolo per far precipitare gli acidi nucleici; dopo una 
ulteriore centrifuga il pellet contenente l’RNA è stato risospeso in dH2O sterile. 
 
3.7.2. Analisi spettrofotometrica degli acidi nucleici estratti 
Questa analisi è basata sulla capacità degli acidi nucleici di assorbire la luce UV, tra 
i 230 e i 280nm. Ogni campione è stato analizzato a una lunghezza d’onda di 230nm 
grazie a uno spettrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). 
 
3.7.3. Trascrizione inversa dell’RNA e sintesi del cDNA 
La sintesi del cDNA è possibile grazie alla retrotrascrizione dell’mRNA estratto, 
utilizzando uno specifico enzima di trascrittasi inversa (Invitrogen). 
Ad ogni campione (500ng di RNA estratto) è stata aggiunta una mix di dH2O sterile, 
oligo random (100ng/µl) e oligo poli-dT (20µM). Dopo una incubazione a 95°C per 
qualche secondo, al fine di denaturare possibili strutture secondarie, è stata aggiunta una 
seconda mix composta da dH2O sterile, RT buffer (10mM Tris-HCl pH 8,4, 50mM KCl, 
2,5mM MgCl2; Invitrogen), dNTPs 5mM, enzima Reverse Transcriptase (Invitrogen). 
Infine si è proceduto con una incubazione dei campioni a 37°C per 90m. 
 
3.7.4. Real Time PCR 
La Real Time Polymerase Chain Reaction è una tecnica quantitativa utile per 
determinare quantità di acidi nucleici di campioni biologici grazie a una molecola 
fluorescente che si intercala nella doppia elica del DNA e che viene visualizzata da un 
software. 
La quantificazione dei campioni in questo studio è relativa, in quanto rapportata 
come un incremento o un decremento rispetto a un gene house-keeping scelto ad hoc 
(campione di controllo), che funge da “calibratore”. In questo caso il gene house-
keeping scelto è stato il GAPDH (gliceraldeide fosfato deidrogenasi), sia nel caso del 
TDP-43 che nel caso della ChAT. Ai campioni diluiti 1:100 in dH2O sterile è stata 
aggiunta una mix per la RT PCR, preparata utilizzando il Sybr Green, i primers 
commerciali FW e REV (450nM) dei rispettivi geni (riportati nella tabella sottostante) e 
dH2O sterile. 
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TDP-43 F (225bp) GCAGTCCAGAAAACATCTGACC 
TDP-43 R (225bp) ACACCATCGCCCATCTATCAT 
Chat 170 F (136bp) CCATTGTGAAGCGGTTTGGG 
Chat 305 R(136bp) GCCAGGCGGTTGTTTAGATACA 
GADPH F (123bp) AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 
GADPH R (123bp) TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 
 
Per l’amplificazione dei geni target è stato utilizzato il termociclatore CFX96 Real 
Time System (BIO RAD) così impostato (45 cicli): pre-denaturazione a 95°C per 180s, 
denaturazione 95°C per 10s, annealing o accoppiamento e polimerizzazione a 58°C per 
30s, denaturazione a 95°C per 10s e infine lenta rinaturazione a 60°C. 
 
 
3.8. Analisi densitometriche 
 
Esperimento 1. Le variazioni della densità di innervazione colinergica sono state 
valutate mediante analisi densitometrica computerizzata (Image 1.60, W. Rasband, 
NIMH). Le immagini di interesse delle sezioni, comprendenti corteccia ed ippocampo 
(cinque per ogni animale) selezionate in maniera costante, sono state acquisite mediante 
una fotocamera digitale (ProgRes, montata su un microscopio Olympus BH-2). Campi 
di misurazione di dimensioni costanti (0.5x0.5mm) sono stati sovrapposti alle regioni 
campionate; ai valori stimati di ciascuna regione sono stati sottratti i valori di 
background calcolati eseguendo la medesima misurazione in aree normalmente prive di 
fibre positive (in questo caso il corpo calloso). 
Le lastre fotografiche ottenute dai Western Blot invece sono state scannerizzate 
(SNAPSCAN 1212u, Agfa), e la densità delle bande proteiche è stata valutata mediante 
analisi densitometrica computerizzata (Image J). È stato fissato il valore della densità 
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3.9. Analisi statistiche 
 
Esperimenti 1,2 e 3. I dati comportamentali e quelli istochimici e neurochimici 
ottenuti sono stati valutati mediante un test di analisi della varianza, sia fattoriale (one-
way Anova) che per misure ripetute (repeated measures Anova), seguito, dove 
appropriato, da un Fisher’s PLSD post-hoc test. L’analisi statistica è stata condotta 
utilizzando un software specifico (Statview 4.0). Le differenze sono state considerate 







4.1. Esperimento 1 
 
4.1.1. Valutazioni generali 
Nessuna differenza è stata riscontrata tra i gruppi Intatti/MR e Sham/MR che quindi 
sono stati uniti in un unico gruppo (Normali MR n=12), né fra i gruppi Intatti/PBS e 
Sham/PBS, uniti in un unico gruppo (Normali n=12). 
Gli animali utilizzati per questo studio sono stati sottoposti a test motori preliminari 
al fine di valutarne le attività visive e motorie postlesione (dati non presentati). Nessuno 
dei ratti trattati presentava alterazioni nell’attività motoria orizzontale, nei processi di 
integrazione sensori-motoria o nella capacità natatoria che potessero influire sulla 
performance nelle varie versioni di water maze. Questi animali infatti erano in grado di 
attendere alle richieste del test (nuotare nella vasca alla ricerca della piattaforma 
sommersa), e non presentavano differenze significative nella velocità di nuoto (in 
genere 0,2-0,3 m/s). 
 
4.1.2. Preaggregazione del peptide amiloide 
Le immagini del microscopio a forza atomica (figura 4.1) hanno confermato 
l’avvenuta aggregazione del peptide amiloide dopo 4 giorni di incubazione a 37°C. 
Sono infatti ben visibili i precipitati insolubili formati da strutture birifrangenti 
assimilabili a oligomeri e protofibrille (immagini eseguite presso il laboratorio del 
Professor Legname, SISSA Trieste). 
Nessun segno di formazione fibrillare è stato osservato nel caso di amiloide non 




Fig. 4.1: fibrille di peptide amiloide (25-35) aggregate, visualizzate al microscopio a forza atomica. È 
stato possibile aggregare il peptide amiloide (25-35) prima della somministrazione mediante incubazione 
a 37°C per 4 giorni. 
 
4.1.3. Morris Water Maze 
4.1.3.1. Reference memory 
Le latenze e le distanze medie necessarie agli animali a trovare la piattaforma sono 
mostrate nelle figure 4.2 e 4.3. Tutti gli animali necessitano inizialmente dai 44 ai 50 
secondi e dai 10 ai 12 metri e migliorano significativamente con il progredire del test. 
Tuttavia, mentre i Normali e i Normali trattati con MR 22, così come i gruppi Amiloide 
e Saporina, imparano molto rapidamente a trovare la piattaforma e non differiscono tra 
di loro, i Doppi Lesionati mostrano delle performance molto meno efficienti durante 
tutto l’arco del test, e particolarmente negli ultimi 4 giorni di test (p<0.01 sia per la 
latenza che per la distanza). È però interessante notare come il trattamento di questi 
animali con il sigma agonista MR 22 permetta loro di svolgere il test in maniera molto 
simile agli animali Normali, riducendo i valori necessari al ritrovamento della 
piattaforma a soli 8s e 1,5m nell’ultimo giorno di test.  
Risultati 
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Fig 4.2: reference memory, latenza. Si noti come anche l’ultimo giorno di test gli animali con la doppia lesione 
impieghino ancora quasi 30 secondi per trovare la piattaforma mentre i Normali e i Doppi trattati con l’MR ne 
necessitino solamente un terzo. 
 
























Fig. 4.3: reference memory, distanza. In linea con i dati relativi alla latenza, anche la distanza percorsa alla ricerca 
della piattaforma lascia intendere una chiaro deficit di apprendimento negli animali Doppi Lesionati, situazione che 
sembra essere normalizzata dalla somministrazione del MR 22. 
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4.1.3.2. Spatial probe trial 
L’abilità di trovare il sito di posizionamento della piattaforma durante l’ultimo 
giorno di test è riportato in figura 4.4a e b (p<0.01 rispetto ai Normali). In linea generale 
gli animali Normali, compresi quelli trattati con il sigma agonista, gli animali dei gruppi 
Amiloide e Saporina, così come i Doppi trattati con l’MR 22, concentrano visibilmente 
il loro nuoto nella zona in cui si erano abituati a trovare la piattaforma durante la 
precedente settimana di test e nuotano principalmente nel quadrante corretto (SW) 
attraversando in maniera insistente proprio l’annulo del quadrante di SW. Al contrario, 
gli animali con la doppia lesione non mostrano alcuna strategia di ricerca e tendono a 
distribuire la loro quantità di nuoto in maniera uniforme e indistinta nei diversi 
quadranti. 





























































































Fig: 4.4: spatial probe trial, a) distanza e b) attraversamento annuli. Si noti come tutti gli animali concentrino il loro 
nuoto nel quadrante corretto (SW) mentre I Doppi Lesionati sembrano nuotare indifferentemente all’interno della 





Di seguito vengono riportati gli swim paths, o traiettorie di nuoto durante il probe 
trial (figura 4.5). Dalla semplice osservazione di queste traiettorie si può notare come i 
Doppi Lesionati non mostrino alcuna strategia di ricerca della piattaforma al contrario 
di tutti gli altri gruppi. Ancora una volta si noti come l’agonista sigma MR 22 riporti le 
performance degli animali Doppi MR a livelli paragonabili con quelli dei Normali. 
 
Normali Normali MR Amiloide Saporina Doppi Doppi MR
 
Fig. 4.5: swim path. Esempi delle traiettorie di nuoto dei vari gruppi espresse nei 60s di tempo in cui gli animali 
hanno nuotato in cerca della piattaforma, che era stata rimossa. I Doppi Lesionati non hanno mostrato alcuna chiara 
strategia di ricerca, segno che nella settimana precedente non c’è stato alcun livello di apprendimento. 
 
4.1.3.3. RAWM - Working memory 
Nel RAWM la piattaforma viene collocata ogni giorno in fondo a un braccio 
diverso, così che gli animali devono imparare ogni giorno di test, entro i quattro trial 
giornalieri, la sua posizione. Durante i 5 giorni di test sono stati registrati sia il numero 
di errori commessi, sia le latenze necessarie agli animali per trovare la piattaforma. 
Poiché le analisi dei due parametri hanno prodotto risultati molto simili, vengono di 
seguito riportati solo i dati riguardanti gli errori. 
Come si può vedere dalla figura 4.6, tutti gli animali hanno commesso più errori 
durante il primo giorno di test, ma ne hanno poi ridotto in maniera progressiva il 
numero fino a una performance asintotica tra il terzo e il quinto trial. Ad una accurata 
analisi dei dati si può notare come gli animali Normali e Normali MR, così come i 
Doppi MR, hanno rapidamente imparato a localizzare la piattaforma e ridotto in 
maniera significativa il numero di errori tra il primo e il secondo trial. Un pattern, 
questo, solo parzialmente mostrato dai gruppi Saporina e Amiloide. Al contrario, i 
Doppi Lesionati non hanno mostrato questo netto miglioramento tra i primi due trial e 






























Fig. 4.6: working memory, errori. Ogni punto rappresenta il numero medio degli errori registrati durante ogni trial di 
60s nei cinque giorni di test. Si noti il rapido miglioramento dei gruppi Normali MR e Doppi MR, la peggior 
performance dei due gruppi con la singola lesione e il drammatico deficit del gruppo dei Doppi Lesionati, se 
comparati con i Normali. 
 
Al fine di fornire una misura dell’efficienza di apprendimento in questo test, la 
percentuale di miglioramento tra il trial 1 e il trial 2 sono stati analizzati in termini di 
savings (figura 4.7), secondo la formula [(Tr1-Tr2)/Tr1]x100. Secondo questo 
parametro, i Normali (sia trattati con salina che con MR), gli Amiloide e i Saporina 
riducono il numero di errori di circa il 45-46% e il 34-37% rispettivamente, e non 
differiscono significativamente tra di loro. La percentuale di miglioramento degli 
animali Doppi Lesionati invece è risultata essere significativamente minore rispetto ai 
Normali (p<0.01) e non superava il 20%. Interessante notare come il trattamento con il 
sigma agonista MR 22 abbia permesso ai Doppi Lesionati trattati di migliorare la loro 
performance tra il primo e il secondo trial, esibendo un valore prossimo al 48%, in linea 





















Fig. 4.7: working memory, savings degli errori. Si noti come la percentuale di miglioramento dei vari gruppi non 
differisca in maniera significativa da quella del gruppo dei Normali tranne nel caso degli animali Doppi Lesionati, i 
quali mostrano un incremento molto modesto e significativamente inferiore a quello dei Normali. 
 
4.1.4. Procedure istologiche 
4.1.4.1. Effetti della somministrazione di peptide amiloide 
La colorazione argentica secondo il metodo Bielschowsky ha messo in evidenza la 
presenza di aggregati di peptide amiloide nelle sezioni degli animali lesionati con 
peptide amiloide (25-35) preaggregato (figura 4.8); il peptide ha formato gli aggregati 
nei dintorni della zona di iniezione, ma erano depositi comunque visibili ed evidenti 
anche in regioni ippocampali e corticali adiacenti. Questi aggregati ad un esame 
microscopico più approfondito apparivano indistinguibili dalle placche senili rinvenute 
nel tessuto cerebrale di un paziente affetto da Alzheimer processato simultaneamente 
alle sezioni di ratto. 




Fig. 4.8: tessuto cerebrale di un ratto sano (a sinistra) e di un doppio lesionato (al centro) a confronto; sono ben 
visibili nelle regioni adiacenti al sito di iniezione gli aggregati di amiloide. Tessuto cerebrale umano di paziente 
affetto da Alzheimer (a destra, gentilmente fornito dall’anatomia patologica dell’Università di Trieste). Negli inserti: 
ingrandimento di un aggregato di peptide amiloide nel tessuto di ratto trattato e placche senili in tessuto umano. 
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4.1.4.2. Effetti anatomici della lesione immunotossica 
L’immunoistochimica per l’enzima colina acetiltransferasi (ChAT) (figura 4.3) su 
sezioni coronali della zona del setto/DBB e NBM ha permesso di vedere come, a circa 2 
mesidall’iniezione nei nuclei del prosencefalo di base, la 192 IgG-saporina abbia 
prodotto una pressoché totale perdita di neuroni immunoreattivi negli animali trattati 
con la tossina, ossia quelli dei gruppi gruppi Saporina (D-J) e Doppi Lesionati (E-K), 
rispetto agli animali Normali (A-G); gli stessi neuroni ChAT positivi invece non sono 
stati intaccati dal trattamento con il peptide amiloide (B-H). Il trattamento con il sigma 
agonista (-)-MR22, infine, non ha prodotto nessun tipo di effetto sul numero o sulla 
morfologia di tali neuroni né nel gruppo dei Doppi Lesionati (F-L) né in quello dei 
Normali (C-I). 
 
Fig. 4.9: immunoistochimica per l’enzima colinacetiltransferasi. MS, setto mediale, DBB, banda diagonale di Broca 
(A-F); NBM, nucleo basale magno cellulare (G-L). La freccia in (C) indica la linea mediana. Scale bar in (L): 
500µm. Gruppi sperimentali: Normali (A-G), Amiloide (B-H), Normali MR (C-I), Saporina (D-J), Doppi Lesionati 
(E-K) e Doppi MR (F-L).  
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Il calo nel numero di neuroni colinergici del prosencefalo basale, negli animali 
trattati con 192 IgG-saporina, si riflette dell’innervazione delle zone corticali e 
ippocampali, a cui proiettano le fibre di questo sistema neurotrasmettitoriale. 
La tecnica istochimica utilizzata per l’evidenziazione dell’enzima acetilcolinesterasi 
(AChE) (fig 4.4) ha permesso di stimare l’estensione dell’innervazione colinergica a 
seguito del trattamento con la tossina nei nuclei della base. Si noti la drammatica 
denervazione indotta dall’immunotossina nella neocorteccia e nell’ippocampo dei 
gruppi trattati (D, Saporina; E, Doppi lesionati) a confronto con i Normali (A). In linea 
con l’immunoistochimica per l’evidenziazione della ChAT, il gruppo trattato con 
l’amiloide (B) non ha riportato carenze nella innervazione colinergica, così come il 
trattamento con l’MR 22 non ha variato il numero di fibre AChE positive né nei 
Normali (C) né nei Doppi (F). 
 
Fig. 4.10: Cx, corteccia frontoparietale; CA, corno ammone dell’ippocampo; DG, giro dentato. Scale bar in (F): 
500µm; scale bar nell’inserto: 50µm. Gruppi sperimentali: Normali (A), Amiloide (B), Normali MR (C), Saporina 
(D), Doppi lesionati (E), Doppi MR (F). L’asterisco in F indica la traccia dell’iniezione di β-amiloide 
nell’ippocampo. Negli inserti le fibre AChE positive nella corteccia, riportate ad un maggiore ingrandimento. 
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La somministrazione di 192 IgG-saporina ha quindi determinato una diminuzione 
significativa, negli animali trattati, delle fibre AChE positive nelle regioni target. Grazie 
all’analisi densitometrica (riportata in figura 4.11) si è stimata una deplezione di fibre 
colinergiche pari a circa il 70% nell’ippocampo e nella corteccia dei gruppi trattati con 
la tossina rispetto al gruppo dei Normali (p<0.01). Il gruppo di animali trattati col 
peptide amiloide è risultato invece normalmente innervato, o con riduzioni molto 











































Fig. 4.11: la densità relativa delle fibre AChE in corteccia (Cx), corno ammone (CA) 1 e 3 e giro dentato (DG). Si 
noti come la tossina provoca la diminuzione di tali fibre in tutte le zone prese in esame negli animali trattati. 
 
4.1.5. Analisi di Western Blot 
A circa 8 settimane dopo le procedure chirurgiche sono state effettuate le analisi di 
Western Blot a partire da omogenati di porzioni della corteccia frontoparietale e 
dell’intero ippocampo degli animali di tutti i gruppi sperimentali, in modo da poter 
valutare l’effetto dei vari trattamenti sui livelli relativi della proteina 
precursoredell’amiloide (APP). In linea con osservazioni precedenti, la procedura ci ha 
permesso di visualizzare la banda di 120kDa, corrispondente appunto alla APP di ratto 
(figura 4.12a). 
All’analisi densitometrica effettuata sulle bande (figura 4.12b), la quantità di questa 
proteina è apparsa moderatamente aumentata (di circa il 15-25%), sia nella corteccia 
che nell’ippocampo, in tutti gli animali trattati, se comparati con i Normali (p<0.01), ed 
in particolare nel gruppo dei Doppi Lesionati. La cosa più interessante però è che il 
trattamento con MR 22 sembra prevenire questo aumento e mantenere la espressione di 
APP nei Doppi a livelli vicini a quelli dei Normali (p>0.1). per contro, nessun 
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cambiamento significativo è stato riscontrato a seguito del trattamento con MR 22 nei 
Normali (p>0.1 in confronto ai Normali). 
 
Fig 4.12: a) le bande del Western blot e b) la relativa densitometria illustrano i livelli di APP nella corteccia 
frontoparietale e nell’ippocampo degli animali dei vari gruppi. Una banda di 120kDa è stata riscontrata in tutti i 
gruppi, la quale sembra essere più consistente nei gruppi trattati, in particolar modo nei Doppi Lesionati. Il 
trattamento con il sigma agonista sembrerebbe riportare i valori a livello di quello dei normali. L’asterisco indica 
differenza significativa rispetto ai normali (p<0.01). 
 
 
4.2. Esperimento 2 
 
4.2.1. Valutazioni generali 
I gruppi Intatti e Sham non hanno mostrato alcuna differenza né nei test 
comportamentali né nelle analisi istologiche e sono quindi stati riuniti nel gruppo 
Normali (n=15). Gli animali sono stati sottoposti a test motori preliminari al fine di 
valutarne le attività visive e motorie postlesione. Nessuno dei ratti trattati presentava 
alterazioni di alcun tipo. 
I test comportamentali MWM, Spatial Probe Trial e RAWM e le procedure 
istologiche (tecniche di immunoistochimica e istochimica per la visualizzazione delle 
placche amiloidi, dell’enzima ChAT e dell’enzima AChE) hanno seguito perfettamente 
quelli dell’esperimento 1 sia nel design sperimentale sia nei risultati ottenuti. Si è deciso 
quindi di non riportarli, e di mostrare invece i dati comportamentali ottenuti mediante la 
somministrazione dell’atropina test e i risultati delle tecniche di RT-PCR. 
 
4.2.2. Atropina test 
Questo tipo di test è stato effettuato per valutare l’effetto del sigma-1 agonista 
































































muscarinici. Come si può vedere in figura 4.13, l’atropina solfato, somministrata il 
secondo giorno di test, è in grado di peggiorare fortemente le performance degli animali 
rispetto alla iniezione di sola salina, che invece viene somministrata il primo giorno di 
test. Tutti i gruppi hanno infatti mostrato un forte incremento dell latenza necessaria al 
ritrovamento della piattaforma a causa dell’atropina (p<0.01 vs salina). Il terzo giorno 
invece, dopo la somministrazione del (±)PPCC, l’effetto del bloccante muscarinico è 
stato ridotto e le performance sono tornate ai livelli di quelle pre-atropina (p<0.01). 
Infine, il pretrattamento con il sigma-1 antagonista BD1047, somministrato il quarto 
giorno assieme all’agonista e all’atropina, è apparso ridurre, anche se in misura modesta 
(p<0.05), l’effetto dell’agonista nei gruppi trattati con la 192 IgG-saporina, mentre non 
è sembrato avere effetto né sui Normali né sugli animali trattati con Amiloide. 


















Fig. 4.13: atropina test. Si noti come le latenze per trovare la piattaforma aumentino in maniera significativa sotto 
l’effetto dell’atropina (in giallo) rispetto alla salina (in rosso), e come la somministrazione dell’agonista sigma ( in 
blu) invece abbassi le latenze a quelle del primo giorno. L’antagonista (in verde) sembra azzerare l’effetto del 
(±)PPCC solo negli animali trattati con l’immunotossina. 
 
Gli stessi risultati sono stati ottenuti anche nello spatial probe trial (figura 4.14a e 
b), somministrato alla fine del 4° trial ogni giorno. Sia per quanto riguarda la 
percentuale di nuoto nel quadrante SW (training) sia per quanto riguarda le collisioni 
con gli annuli, tutti  i gruppi mostrano le migliori performance il primo giorno (salina) e 
le peggiori il secondo (atropina, p<0.01). La somministrazione del sigma-1 agonista 
migliora entrambi i parametri il terzo giorno (p<0.01) mentre di nuovo l’effetto 
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del’antagonista BD1047 sembra contrastare l’effetto del (±)PPCC solo negli animali 
trattati con l’immunotossina (Saporina e Doppi Lesionati, p<0.01). 
























































Fig. 4.14: atropina test, spatial probe trial. La somministrazione del sigma-1 agonista riporta i valori ai livelli pre-
atropina sia per a) la percentuale di nuoto nel quadrante di training sia per b) l’attraversamento dell’annulo di SW. 
L’antagonista invece ne inibisce gli effetti principalmente negli animali trattati con la 192 IgG-saporina. 
 
L’analisi degli swim path (figura 4.15) ha confermato che la salina non ha effetto 





stessi gruppi riportati nell’esperimento 1 e con quelli non riportati della prima parte 
dell’esperimento 2. Al contrario, la somministrazione dell’atropina lascia denotare una 
completa mancanza di qualsiasi tipo di strategia di ricerca della piattaforma in tutti gli 
animali, anche in quelli Normali. Questo pattern comune a tutti i gruppi viene annullato 
dalla somministrazione del sigma-1 agonista (±)PPCC il terzo giorno, ma viene ancora 
esibito dai Doppi Lesionati e in parte dai Saporina il quarto giorno, a seguito della 
somministrazione dell’antagonista BD1047. 
 
Fig.4.15: swim path. Esempi di traiettoria per ogni gruppo nei diversi giorni. Si noti come l’uso dell’atropina renda 
incapaci tutti gli animali di qualsiasi uso di strategie di ricerca, come questo effetto sia annullato dal sigma-1 
agonista, e come ancora l’antagonista BD1047 annulli l’effetto del (±)PPCC nel gruppo Doppi il quarto giorno. 
 
4.2.3. Real Ttime-PCR 
I valori sono stati normalizzati prima all’interno dello stesso gruppo sul gene 
housekeeping GADPH e in un secondo momento sui Normali (100%). 
Per ottenere una conferma della bontà della lesione con l’immunotossina è stata 
eseguita una RT-PCR per l’enzima colinacetiltransferasi (figura 4.16), utilizzando i 
tessuti ippocampali degli animali dei vari gruppi. I risultati sono in linea con i dati 
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ottenuti dalla immunoistochimica per la visualizzazione dello stesso enzima, e mostrano 
come nei tessuti degli animali trattati (Saporina e Doppi) la quantità di mRNA rispetto 
ai Normali sembra essere sotto il limite di detezione, rendendo impossibile ottenere 
alcun tipo di amplificato. Il gruppo Amiloide mostra un discreto calo dell’mRNA 
rispetto ai Normali (p<0.05), probabilmente dovuto alla tossicità acuta della β-amiloide. 


























Fig. 4.16: RT-PCR per l’enzima ChAT. Si noti come negli animali trattati con l’immunotossina la quantità di mRNA 
per questo enzima sia pari a zero. 
 
La stessa tecnica di RT-PCR è poi stata effettuata per verificare la quantità di 
messaggero della proteina TDP-43 nell’ippocampo degli animali trattati. Il risultato 
ottenuto (figura 4.17) evidenzia un incremento del 100% nei valori di mRNA di TDP-
43 negli animali lesionati (p<0.01), e circa 5 volte rispetto al normale (p<0.01) se la 
lesione viene somministrata in concomitanza con il peptide amiloide. Il gruppo 
Amiloide infine non sembra differire da quello dei Normali. 
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Fig. 4.17: RT-PCR per TDP-43. Si noti come il trattamento con l’immunotossina raddoppi l’ammontare di mRNA di 
TDP-43 nel gruppo Saporina rispetto ai Normali, ma soprattutto come addirittura lo quintuplichi se somministrata 
assieme al peptide β-amiloide nel gruppo Doppi Lesionati. 
 
 
4.3. Esperimento 3 
 
4.3.1. Valutazioni generali 
Nessuna differenza è stata riscontrata tra i gruppi Intatti e Sham che quindi sono 
stati uniti in un unico gruppo (Normali n=15). 
Come per i precedenti esperimenti anche in questo caso gli animali sono stati 
sottoposti a test motori preliminari al fine di valutarne le attività visive e motorie 
postlesione. Nessuno dei ratti trattati presentava alterazioni di alcun tipo. 
 
4.3.2. Morris Water Maze 
4.3.2.1. Reference memory 
Vengono di seguito riportati i dati registrati durante la settimana di reference 
memory test (figura 4.18a e b). Si può osservare che tutti gli animali migliorano durante 
l’arco del test sia nella latenza che nella distanza percorsa per trovare la piattaforma 
sommersa. Il miglioramento delle performance però non è uguale per tutti i gruppi, in 
quanto risulta evidente che i gruppi Doppi e ICV mostrano una maggiore difficoltà 
nell’adempimento del test, partendo da circa 37s di latenza e circa 12m di distanza il 
primo giorno per arrivare a 11-21s e 3,5-7m nell’ultimo giorno rispettivamente. Se 
comparati con il Gruppo dei normali appare evidente un severo deficit di apprendimento 
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(p<0,01). Gli animali Normali infatti richiedono 37s e 13m il primo giorno, e arrivano a 
trovare la piattaforma nell’ultimo giorno in 4s e 1m. I gruppi BF e CRBM non mostrano 
alcuna differenza in latenza e distanza tra di loro, né se paragonati ai Normali. 


















































Fig. 4.18: reference memory. Si noti come tutti gli animali imparano durante l’arco del test sia in termini di a) latenza 
che di b) distanza. Ma mentre i gruppi BF e CRBM si comportano in maniera quasi sovrapponibile al gruppo 






4.3.2.2. Spatial Probe Trial 
Come già detto, lo spatial probe trial serve a verificare l’effettivo livello di 
apprendimento degli animali durante la precedente settimana di test. Come si può notare 
in figura 4.19, la distanza percentuale coperta dai ratti appartenenti ai gruppi Normali e 
Cervelletto, subito seguiti da quelli del gruppo BF, è maggiore nel quadrante di training 
rispetto agli altri, mentre i gruppi ICV e Doppi distribuiscono in maniera uniforme il 
loro nuoto nei quattro quadranti. Gli stessi dati emergono dal grafico che riporta 
l’attraversamento degli annuli, in cui si può notare che i gruppi ICV e Doppi incrociano 
in maniera significativamente minore (p<0.01) l’annulo in SW, contenente la 
piattaforma, rispetto al gruppo dei Normali. Il gruppo BF mostra un leggero deficit ma 
non risulta essere statisticamente significativo (p>0.05). 






















































Fig. 4.19: spatial probe trial. Si noti come sia per quanto riguarda a) la distanza percentuale nei quadranti sia b) 






Anche dall’analisi degli swim paths (figura 4.20) si può facilmente notare che gli 
animali dei gruppi ICV e Doppi Lesionati non hanno alcuna strategia nella ricerca della 
piattaforma, nuotando quasi in circolo, il gruppo BF mostra un leggero deficit, mentre i 
Normali e i CRBM nuotano prevalentemente sul sito dive si aspettano di trovare la 
piattaforma. 
Normali BF CRBM Doppi ICV
 
Fig. 4.20: swim path. Esempi di traiettoria dell’animale più rappresentativo di ogni gruppo. 
 
4.3.2.3. RAWM - Working memory 
Dall’analisi della latenza impiegata per trovare la piattaforma (figura 4.21) si può 
notare che tutti gli animali presentano un miglioramento col susseguirsi dei trial. Il 
gruppo Normali e quello CRBM sono praticamente sovrapponibili, mentre il gruppo BF 
presenta un leggero deficit, ma tutti e tre praticamente dimezzano, se non più, la latenza 
tra il primo (circa 30 secondi) e il secondo trial (17-15-11 secondi). I gruppi Doppi e 
ICV invece non riescono ad attendere al test altrettanto bene e passano da 37-35s il 
primo trial per arrivare solamente a 27s nel secondo. Entrambi i gruppi mostrano un 
ritardo statisticamente significativo (p<0.01 dal secondo trial in poi) nel perseguimento 
del test se paragonati ai Normali. 
Anche il parametro dei savings, calcolato per la latenza (figura 4.22), mostra come 
la percentuale di miglioramento tra il primo e il secondo trial sia drammaticamente 
deficitaria (p<0.01) per i gruppi Doppi e ICV (sotto il 30%) rispetto ai Normali (più del 
60%) e ai singoli lesionati, che invece non differiscono tra di loro in maniera 





























Fig. 4.21: working memory, latenza. Si noti come già dal secondo trial i gruppi Doppi e CRBM mostrino un chiaro 






















Fig 4.22: working memory savings latenza. Il marcato miglioramento dei Normali (>60%), seguito da quello dei 
gruppi CRBM e BF non corrisponde a una eguale performance da parte dei gruppi Doppi e ICV, che invece non 
migliorano per più del 30-20%. 
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4.3.3. Procedure istologiche 
Le analisi microscopiche delle sezioni coronali contenenti il MS e il NBM (figura 
4.22) hanno evidenziato, come ci si aspettava, una massiva perdita di neuroni ChAT 
positivi negli animali che hanno ricevuto il trattamento con la immunotossina nel 
parenchima o via icv, rispetto agli animali Normali. Gli animali iniettati in cervelletto 
non hanno riportato alcun grado di lesione nelle zone del MS/DBB e NBM. 
 
Fig. 4.22: immunoistochimica per l’enzima colinacetiltransferasi. MS, setto mediale, DBB, banda diagonale di Broca 
(A-E); NBM, nucleo basale magno cellulare (F-L). Scale bar in A e F: 500µm. Si noti la perdita pressoché totale di 
neuroni positivi negli animali trattati in loco (B-G, BF; D-I, Doppi) e via icv (E-L, ICV). La somministrazione di 
immunotossina in cervelletto (C-H) non sembra influire sul numero di neuroni ChAT positivi del forebrain basale a 
un paragone con i Normali (A-F).  
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Accanto alla perdita neuronale, è risultata evidente negli stessi gruppi anche una 
deafferentazione delle aree verso cui proiettano i neuroni ChAT positivi (figura 4.23). 
Sono state messe in evidenza le fibre AChE positive che, partendo dal MS e dal NBM, 
innervano rispettivamente l’ippocampo e la neocorteccia. È stato quindi possibile 
evidenziare una massiva denervazione di queste regioni nei gruppi BF, Doppi e ICV, 
mentre il trattamento in cervelletto (in linea con i dati della ChAT) non sembra aver 
causato alcun danno alla innervazione colinergica del basal forebrain. 
 
Fig. 4.23: istochimica per l’enzima acetilcolinesterasi. Cx, corteccia frontoparietale; CA, corno ammone 
dell’ippocampo; DG, giro dentato. Scale bar in (F): 500µm; scale bar nell’inserto: 50µm. Come nella ChAT i gruppi 
maggiormente colpiti sono BF (B), Doppi (D) e ICV (E), mentre la lesioine in cervelletto (C) lascia le fibre 
colinesterasi positive paragonabili a quelle dei Normali (A). 
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Le sezioni coronali contenenti le cellule del Purkinje del cervelletto sono state 
trattate con una tecnica di immunoistochimica per l’evidenziazione della calbindina 
(figura 4.24). La perdita delle cellule che esprimevano il recettore p75NTR è risultata 
evidente negli animali Doppi, ICV e ovviamente CRBM, secondo un pattern 
particolare, a bande; le bande colorate presumibilmente rappresentano le cellule 
calbindina-immunoreattive che non esprimono il p75NTR,e che quindi non hanno 
internalizzato l’immunotossina, mentre le bande che non si sono colorate rappresentano 
la popolazione cerebellare sensibile alla 192 IgG-saporina, e quindi deleta. Gli animali 
iniettati nel basal forebrain invece presentano una popolazione cerebellare intatta, 
paragonabile a quella dei Normali. 
 
Fig. 4.24: imunoistochimica per la calbindina. Scale bar in A: 500µm. I CRBM (C), i Doppi (D), e gli ICV (E) 
mostrano il tipico pattern a bande, mostrando la differenza tra le cellule del Purkinje sensibili alla immunotossina e 








5.1. Esperimento 1 
 
In questo studio è stato introdotto un nuovo modello animale che ricapitola alcuni 
dei principali segni patologici e istopatologici della malattia di Alzheimer, quali la 
disfunzione cognitiva, la deplezione di neuroni colinergici nel basal forebrain e la 
presenza nel tessuto cerebrale di aggragati di Aβ ritenuto neurotossico. Il modello si 
basa sulla iniezione bilaterale di una immunotossina altamente selettiva per i neuroni 
colinergici, la 192 IgG-saporina, nei nuclei del basal forebrain e sulla somministrazione 
bilaterale nell’ippocampo di peptide β-amiloide25-35 preaggregato. Questo stesso 
modello è stato quindi utilizzato per testare le proprietà antiamnesiche e neuroprotettive 
di un agonista di sintesi dei recettori sigma-1, il (-)-MR22, somministrato ad animali 
intatti e lesionati tramite una singola infusione via intracerebroventricolare, e per 
verificare se delle modificazioni del sistema colinergico potessero portare a delle 
perturbazioni nel metabolismo della proteina TDP-43. 
Il peptide amiloide è noto per essere presente in diversi stati, come monomeri, 
oligomeri o fibrille. Come è noto, i monomeri possono aggregare in maniera da formare 
gli oligomeri ed eventualmente fibrille insolubili chiaramente visibili da analisi post 
mortem in pazienti di AD [Walsh et al., 1997; Chromy et al., 2003]. Tra queste però, la 
specie responsabile della neurotossicità da amiloide sembra essere la forma oligomerica 
[Walsh e Selkoe, 2007]. Nel presente studio è stata scelta la β-amiloide25-35 poiché 
possiede, al pari della β-amiloide1-42, una notevole capacità di aggregazione ed è stata 
osservata in grado di indurre una marcata neurotossicità e cambiamenti neurofisiologici 
sia in vitro che in vivo [Pike et al., 1991; Meunier et al., 2006]. Come rivelato dalle 
fotografie ottenute con l’uso del microscopio a forza atomica, l’incubazione del peptide 
per 4 giorni ha permesso la formazione di stabili profili oligomerici e protofibrillari, con 
un’alta percentuale di strutture beta-sheet che potrebbero ben giustificare l’osservata 
neurotossicità. A supporto di questa idea, l’infusione di peptide amiloide non 
preaggregato non porta ad alcun effetto comportamentale o istochimico [Delobette et 
al., 1997; Antonini et al., non pubblicato]. Si noti come gli effetti della 
somministrazione del peptide amiloide (25-35) preaggregato siano molto modesti se 
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iniettato da solo nell’ippocampo. Dai dati fin qui riportati sembra quindi che per rendere 
visibili gli effetti funzionali e istochemici della tossicità da Aβ sia necessaria 
l’associazione con qualche altro tipo di lesione. 
È stato precedentemente riportato che probabilmente la neurotossicità del peptide 
Aβ potrebbe in parte coinvolgere cambiamenti nella neurotrasmissione colinergica [Abe 
et al., 1994]. Tuttavia gli effetti del trattamento con peptide amiloide in associazione 
con una tossina selettiva per i neuroni colinergici non è mai stato provato. Si è quindi 
deciso di iniettare la immunotossina 192 IgG-saporina nei nuclei del basal forebrain 
poiché è noto che questa via di somministrazione produce degli effetti molto lievi di per 
sé [Torres et al., 1994; Parent e Baxter, 2004]. 
Come ci si aspettava, gli animali che hanno ricevuto la doppia lesione hanno esibito 
una drammatica perdita di neuroni e fibre colinergiche, assieme alla presenza 
nell’ippocampo e nelle adiacenti zone della corteccia di depositi positivi alla 
colorazione argentica, del tutto simili alle placche senili ritrovate nel cervello di un 
paziente di AD. I dati ottenuti tuttavia suggeriscono che gli effetti anatomici dei 
trattamenti siano selettivi e regionali. In nessun caso, infatti, abbiamo visto aggregati di 
amiloide lontano dal sito di iniezione, né deplezione di neuroni non colinergici vicino ai 
siti di iniezione o di neuroni colinergici in zone al di fuori del basal forebrain. 
Questo tipo di doppia lesione inoltre ci ha permesso di verificare l’insorgenza di 
deficit cognitivi sia nella reference che nella working memory, come visto grazie al 
Morris e al Radial Arm Water Maze rispettivamente. I deficit dei Doppi Lesionati sono 
risultati essere molto più gravi e severi rispetto a quelli mostrati dagli animali che hanno 
ricevuto un solo trattamento, suggerendo quindi una possibile sinergia tra la deplezione 
colinergica e l’accumulo locale del peptide amiloide nella produzione di questo tipo di 
deficit. 
Questa idea di una importante relazione tra neurotrasmissione colinergica e 
processamento dell’amiloide è inoltre supportata dai dati del Western Blot. Infatti, la 
aumentata quantità di APP nelle regioni dell’ippocampo e della neocorteccia è risultata 
essere più pronunciata negli animali Doppi Lesionati rispetto sia ai normali che agli 
animali con la singola lesione. Questo incremento in realtà appare abbastanza modesto 
(in media 15-25% in più dei Normali) rispetto agli incrementi più marcati (intorno al 
50-60%) riportati in altri lavori [Aztiria et al., 2009]. Questo dato potrebbe essere 
spiegato dal fatto che i sacrifici sono stati eseguiti a soli due mesi dalla lesione (8 mesi 
nel lavoro di Aztiria e colleghi), e/o dalla differenza dei metodi di somministrazione 
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della tossina (intraparenchimale vs i.c.v.) o ancora dalla quantità di immunotossina 
iniettata nei due lavori (10 volte superiore in quello di Aztiria e colleghi). 
In ogni caso, ulteriori analisi sono necessarie, come, ad esempio, studiare gli effetti 
a lungo termine del nostro modello di lesione o, ancora, indagare sugli eventuali 
cambiamenti dello stato di fosforilazione della proteina tau. 
Il composto (-)-MR 22 è un agonista selettivo dei recettori sigma-1, ed è stato 
recentemente osservato in vitro che ha una funzione neuroprotettiva dalla tossicità del 
peptide amiloide [Marrazzo et al., 2005], mentre la sua funzionalità in vivo non è stata 
finora testata. 
I dati qui riportati suggeriscono che il composto MR22 non solo funge da memory 
enhancer, ma esercita anche una funzione di neuroprotezione a livello cellulare in vivo, 
essendo in grado di normalizzare gli incrementati livelli di APP negli animali Doppi 
Lesionati. Al contrario, nessun effetto, comportamentale o istochimica, è stato 
riscontrato quando il composto è stato somministrato agli animali Normali. 
Questi risultati suggeriscono che una aumentata attivazione dei recettori sigma-1 da 
parte dei loro agonisti potrebbe essere di cruciale importanza per migliorare i deficit 
cognitivi e attenuare la potenziale neurotossicità del peptide amiloide. Inoltre, in linea 
con studi precedenti [van Waarde et al., 2010], ottenuti anche nel nostro laboratorio 
[Antonini et al., 2009], i dati riportati suggeriscono che l’azione di questi ligandi si 
manifesti preferenzialmente in condizioni patologiche, essendo nulli o non significativi i 
risultato ottenuti sugli animali Normali. Una spiegazione a questa osservazione potrebbe 
venire dal meccanismo d’azione stesso dei recettori sigma-1: una possibilità è che gli 
effetti di questo composto siano legati a un aumento della neurotrasmissione colinergica 
o alla attivazione recettoriale di questo sistema [Matsuno et al., 1994]. Se così fosse, 
l’aumento di tono pre o postsinaptico indotto da MR22 migliorerebbe le performance 
cognitive e normalizzerebbe l’espressione regionale di APP. Alternativamente, ma non 
in contrasto, è possibile che sia necessaria una diretta interazione del composto con i 
recettori sigma-1 espressi nelle regioni neocorticali e ippocampali perturbate dalla 
lesione effettuata [Alonsoet al., 2000]. Ci sono effettivamente diverse osservazioni che 
ci fanno prepondere per questa seconda possibilità. Innanzitutto, un lavoro precedente 
svolto presso il nostro laboratorio [Antonini et al., 2009] e i dati riportati nella seconda 
parte di questo stesso lavoro mostrano come questo l’effetto antiamnesico di questo tipo 
di composti agonisti sigma possono essere drammaticamente bloccati tramite un 
pretrattamento con antagonista selettivo dei sigma-1, il BD1047. Secondariamente 
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perché sarebbe perfettamente in linea con precedenti studi in vitro e in vivo nei quali 
viene evidenziata l’attività di neuroprottettore di MR22 tramite una diretta attivazione 
dei recettori sigma-1 [Marrazzo et al., 2005]. Se così fosse, l’attivazione dei recettori 
sigma-1, da parte dei loro agonisti, porterebbe a una stabilizzazione della 
conformazione del recettore dell’inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3), in maniera da 
assicurare un signaling appropriato del Ca2+ dal reticolo endoplasmatico ai mitocondri, 
attenuando così l’insulto imposto alle cellule [Hayashi e Su, 2007]. 
 
 
5.2. Esperimento 2 
 
Sulla base di recenti lavori che identificano nel tessuto cerebrale dei malati di 
Alzheimer, oltre alla presenza degli aggregati di peptide amiloide e di proteina tau, 
anche aggregati di altra origine, prevalentemente composti dalla proteina TDP-43, si è 
deciso di indagare se il nostro modello potesse presentare alterazioni a carico del 
metabolismo di questa proteina [Herman et al., 2011; Amador-Ortiz et al., 2007]. Si è 
partiti dall’ipotesi che se esiste una correlazione tra disfunzione colinergica e alterazioni 
cognitive, così come tra alterazioni cognitive e un errato processamento della proteina 
TDP-43 nell’AD è allora possibile pensare che possa esistere una relazione anche tra la 
deplezione colinergica e l’errato metabolismo di TDP-43. 
Gli animali sono stati trattati nuovamente con la 192 IgG-saporina, il peptide 
amiloide (25-35) preaggregato o entrambe le sostanze. Metà degli animali è stato 
sottoposto al Morris e Radial Arm Water Maze per avere la conferma che gli animali 
Doppi Lesionati mostrassero i marcati deficit riportati nella prima parte di questo 
lavoro. Una Real Time PCR è stata quindi effettuata per verificare la quantità di mRNA 
dell’enzima colinacetiltransferasi (ChAT) e della proteina TDP-43 nella regione 
ippocampale. I primi risultati, sebbene preliminari, mettono in relazione effettivamente 
il sistema colinergico e la proteina TDP in maniera inversamente proporzionale: gli 
animali Doppi Lesionati e quelli trattati con la sola saporina (rispetto ai Normali) hanno 
mostrato un effettivo e drammatico calo nella presenza dell’enzima ChAT 
(paragonabile a zero) e allo stesso tempo un forte e marcato aumento dell’mRNA della 
proteina TDP-43, molto più drammatico nei Doppi che nei Saporina. Gli animali trattati 
con la sola amiloide invece hanno mostrato un calo meno evidente della ChAT (dovuto 
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probabilmente alla neurotossicità del peptide amiloide) e nessun cambiamento 
significativo nei valori di TDP-43 rispetto ai Normali. 
Questo dato è in effetti molto interessante e promettente, per due ordini di motivi: 
• I dati confermano quanto riportato nell’esperimento 1, ossia l’esistenza di 
importanti interazioni funzionali tra disfunzione colinergica ed alterato 
metabolismo dell’amiloide nell’induzione dei deficit cognitivi. 
•  I risultati permettono di mettere in relazione le disfunzioni del sistema 
colinergico con l’alterato processamento della proteina TDP-43, che nei pazienti 
di AD è stata trovata espressa anche 2 volte la quantità fisiologica [Herman et 
al., 2011]. 
La seconda metà degli animali invece è stata sottoposta all’atropina test, al fine di 
verificare gli effetti benefici del composto sigma-1 agonista (±)PPCC sulle performance 
cognitive degli animali lesionati. I risultati sono perfettamente in linea con quanto già 
osservato presso questo stesso laboratorio [Antonini et al., 2009], e mostrano come i 
deficit cognitivi degli animali trattati con la 192 IgG-saporina e il peptide amiloide (25-
35) preaggregato migliorano grazie all’effetto degli agonisti sigma-1 anche a seguito 
della somministrazione di atropina (un bloccante dei recettori muscarinici), mentre 
rimangono tali se il (±)PPCC viene somministrato assieme ad un sigma-1 antagonista, il 
BD1047. In un recente lavoro è stato dimostrato come alterazioni genetiche a carico dei 
recettori sigma-1 possano causare situazioni patologiche tipiche delle proteinopatie 
legate ad alterati livelli TDP-43, e come sia possibile diminuire tali condizioni usando 
specifici farmaci che agiscono proprio sui recettori sigma-1 [Luty et al., 2010]. Per 
questo motivo stiamo cercando di verificare, tramite una RT-PCR su tessuti 
ippocampali, se la somministrazione acuta dell’agonista sigma-1 (±)PPCC agli animali 
lesionati è in grado di normalizzare i livelli di mRNA di TDP-43 che, come si è visto 
nella prima parte di questo esperimento, risultano fortemente aumentati a seguito della 
deplezione dei neuroni colinergici del basal forebrain, e ancora di più se alla 
disfunzione colinergica si accompagna la contemporanea presenza degli aggregati di 







La scoperta della partecipazione del cervelletto nelle attività cognitive di ordine 
superiore è stata una grande rivoluzione concettuale riguardo al ruolo svolto da questa 
importante struttura del SNC. Le sue implicazioni fisiologiche sono di grandissimo 
interesse così come lo sono quelle che lo vedono coinvolto in diverse condizioni 
patologiche, tra cui anche l’AD [Gillig e Sanders, 2010]. Nello specifico, alcuni studi 
dimostrano come il cervelletto sia proprio implicato in processi di cognizione e 
memoria spaziali [Petrosini et al., 1998; Lalonde e Strazielle, 2003; Gandhi et al., 
2000]. Per verificare questo coinvolgimento nel presente studio si è deciso di testare, 
mediante test specifici come il Morris Water Maze e il Radial Arm Water Maze, le 
capacità cognitive di animali trattati con l’immunotossina 192 IgG-saporina iniettata nei 
nuclei del basal forebrain e nel cervelletto. Dai risultati ottenuti precedentemente in 
questo laboratorio è noto che la singola lesione con saporina in MS/DBB e NBM non 
porta a deficit cognitivi di grave entità [Antonini et al., 2009 e 2011], quindi si è voluto 
verificare se la somministrazione contemporanea nei nuclei del forebrain basale e nel 
cervelletto della 192 IgG-saporina, così come la sua somministrazione i.c.v., potesse 
determinare un aggravarsi dei deficit cognitivi nei test comportamentali esegutiti. La 
scelta di utilizzare la stessa sostanza per lesionare sia le cellule colinergiche che quelle 
del cervelletto è data dal fatto che una sottopopolazione di cellule del Purkinje, 
presumibilmente coinvolte nella regolazione dei processi di apprendimento spaziali, 
presenta sulla superficie cellulare il recettore target dell’immunotossina [Waite et al., 
1995]. 
Questo tipo di lesione si è rivelata essere molto specifica, non esibendo gli animali 
deficit che andassero al di là di quelli cognitivi da noi riscontrati. In questo modo si 
sono potuti evitare i pesanti effetti collaterali derivati da lesioni meno selettive 
effettuate in passato, quali operazioni di cerebellectomia [Petrosini et al., 1998] o 
contemporanea somministrazione delle immunotossine 192 IgG-saporina nel basal 
forebrain e OX7-saporina in cervelletto [Waite et al., 1999]. Queste tecniche infatti 
inducevano negli animali, oltre ai deficit cognitivi, anche altri generi di disturbi, quali 
problemi motori, iperattività, atassia. 
Gli animali lesionati solo nel forebrain basale hanno mostrato dei deficit di modesta 
entità sia al Morris Water Maze che al Radial Arm Water Maze, dati in linea con quelli 
degli esperimenti precedenti e con i lavori pubblicati in questo laboratorio [Antonini et 
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al., 2009 e 2011]; la stessa cosa si può dire per gli animali lesionati solo nel cervelletto, 
segno questo che sebbene il cervelletto possa essere coinvolto nei processi di 
cognizione spaziale, per avere dei deficit gravi e marcati è necessaria la contemporanea 
lesione al sistema colinergico ascendente. Si potrebbe quindi ipotizzare che cervelletto e 
sistema colinergico ascendente interagiscano tra di loro nella regolazione fine dei 
processi di apprendimento e memoria spaziali. Allo stesso tempo però, la mancanza di 
uno dei due componenti sembra in qualche modo essere compensata dalla parte restante 
e sana di questo stesso circuito, o da qualche altro meccanismo ancora non noto. 
Infine gli esiti della somministrazione dell’immunotossina in cervelletto hanno 
mostrato come effettivamente esistano almeno due sottopopolazioni di cellule del 
Purkinje. In particolare le cellule sensibili alla 192 IgG-saporina sembrano concorrere 
assieme al sistema colinergico del forebrain basale nella formazione e regolazione della 
cognizione spaziale, mentre non sembrano essere coinvolte nelle funzioni motorie del 
cervelletto, vista negli animali l’assenza di qualsiasi tipo di disfunzione di questo 
genere. Il pattern a bande osservato ha inoltre dimostrato che queste sottopopolazioni 








In conclusione il modello presentato risulta indicato per una migliore comprensione 
studio dei principali segni comportamentali e morfologici della malattia di Alzheimer e 
del possibile coinvolgimento nella insorgenza di questi deficit del cervelletto, nonché 
dei cambiamenti molecolari che coinvolgono il neurotrasmettitore acetilcolina, il 
peptide amiloide e il suo precursore APP; si è inoltre correlata per la prima volta, 
sebbene tramite uno studio pilota che dovrà essere ripetuto e confermato, la deplezione 
colinergica con una aumentata presenza di messaggero della proteina TDP-43 nella 
regione ippocampale. 
I risultato ottenuti mettono in primo piano il ruolo del sistema colinergico del basal 
forebrain nei processi di cognizione e memoria spaziale e dimostrano come delle lesioni 
a questo sistema possono indurre dei seri deficit cognitivi. Ancora più interessante è il 
fatto che la severità dei deficit cognitivi aumenta in maniera significativa se a questo 
insulto viene accompagnato la contemporanea presenza di protofibrille di peptide 
amiloide o la lesione di una sottopopolazione di cellule del Purkinje nella corteccia 
cerebellare. 
Infine, da questo lavoro risulta evidente come gli agonisti dei recettori sigma-1 (-)-
MR22 e (±)PPCC abbiano un potente ruolo antiamnesico se somministrati ad animali 
che presentano seri deficit cognitivi a seguito del trattamento con l’immunotossina 
selettiva per il colinergico e il peptide amiloide (25-35) preaggregato. Inoltre l’MR22 
appare in grado di ridurre in maniera significativa i cambiamenti indotti dalla lesione 
nella espressione di mAβPP, mostrando così anche una possibile funzione protettiva 
contro la neurotossicità indotta da Aβ. Questa ultima funzione è attribuibile 
presumibilmente a una attività dell’agonista sui recettori sigma-1 dei neuroni 
postsinaptici anche se non è possibile escludere ancora una azione che aumenti 
direttamente la neurotrasmissione colinergica. Si noti che questi composti sigma-1 
agonisti agiscono solo in presenza di un sistema disturbato, non avendo effetto sugli 
animali sani, dimostrando una potenziale sicurezza e la mancanza di effetti collaterali. 
Al presente sono in corso degli esperimenti per verificare se l’azione acuta dei 
sigma-1 ligandi siano in grado di normalizzare anche i valori regionali del messaggero 
di TDP-43. In futuro si vuole testare l’azione cronica di questi composti grazie alla 
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azione di minipompe osmotiche, analizzare il possibile coinvolgimento e le possibili 
alterazioni nel nostro modello della proteina tau, quantificare i depositi di amiloide e 
riuscire a distinguere la amiloide esogena (somministrata) dalla eventuale amiloide 
endogena reclutata a seguito dell’insulto indotto e infine testare un possibile 
normalizzazione dei parametri istopatologici perturbati dalla lesione grazie all’impianto 
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